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Uber das Vorkommen von Nucleinsauren 
in isolierten Chloroplasten’ 


Von 


Hartmut Kern 


Aus dem Botanischen Institut der Westfalischhen Wilhelms-Universitat Miinster 
in Westfalen 


Mit 17 Textabbildungen 


(Eingegangen am 2. Mai 1958) 


Nach dem heutigen Stand der Zellforschhung muf der Protoplast im 
Sinne einer pangenetischen Fassung der Zellentheorie (Strug ger 1953) 
als ein komplexes Gefiige von Duplikantensystemen aufgefaBt werden, 
und es ergibt sich die Forderung, den Zellkern, die Plastiden, Chondrio- 
somen und Sphirosomen als solche Duplikantensysteme zu betrachten. Das 
System der Plastiden hat grofes biologisches Interesse gefunden, wobei 
die Chloroplasten in bezug auf Funktion, Struktur und Entwicklung am 
besten untersucht sind. Ihre Ontogenese wurde insbesondere von S tru g- 
ger (1950, 1951, 1953, 1954) und Strugger und Perner (1956) licht- 
und elektronenmikroskopisch studiert (vergl. auch Leyon 1954 und 
Miihlethaler 1955). Demnach entstehen die strukturell hochgeordneten 
Chloroplasten héherer Pflanzen durch spezifische Wachstumsprozesse 
(Plasmawuchs, identische Reduplikation) aus dem System der Proplastiden. 
ihre erwiesene Teilungsfahigkeit im Zusammenhang mit ihrer genetischen 
Funktion (zusammenfassende Literatur bei G ra nick 1955) spricht dafiir, 
daB die Plastiden in Analogie zu Zellkernen und Viren Trager von Nuclein- 
sduren sind. 

Fiir die experimentelle Bestatigung dieser Forderung lassen sich cyto- 
chemische Methoden in der Zelle anwenden. Solche Untersuchungen wurden 
von Chiba (1951) und Metzner (1952a und b) an Chloroplasten und 
von Spiekermann (1957) an Proplastiden durchgefiihrt. Diese Autoren 
finden beide Nucleinsaiuretypen — Desoxyribonucleinséure (DNS) und 
Ribonucleinsaure (RNS) — in den Chloroplasten bzw. in den Proplastiden. 


1 Auszug aus einer Dissertationsarbeit (Miinster 1956). 
Protoplasma, Bd. L/4 
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Da Nucleinsiuren (NS) ein charakteristisches Absorptionsmaximum bei 
2600 A haben, kann man das Absorptionsvermégen der Chloroplasten fiir 
ultraviolettes Licht (UV) als Hinweis fiir vorhandene NS werten (Menke 
1940, Rabinowitch 1945, Frey-Wyssling, Ruch und Berger 
1955). 

Neben diesen Nachweisméglichkeiten der NS in situ hat sich eine véllig 
andersartige Methode zur Klairung biochemischer Fragen als brauchbar 
erwiesen. Es handelt sich hierbei um die chemische Analyse der betreffen- 
den Zellorganellen, die durch Differentialzentrifugation aus homogeni- 
siertem Gewebe praparativ gewonnen werden. Unter Anwendung dieses 
Prinzips — es wurde erstmalig von Menke (1938, 1939) und Granick 
(1938) auf Blattmaterial angewandt — bei besonderer Beriicksichtigung 
des NS-Nachweises in isolierten Chloroplasten liegen Untersuchungen von 
Menke (1939), McClendon (1952), Jagendorf und Wildman 
(1954) sowie von Sisakjan und Cernjak (1952), Sisakjan und 
Odjinzowa (1955, vergl. auch Sisakjan 1956) vor. Die Ergebnisse 
aller Autoren sprechen fiir das Vorkommen von RNS in den isolierten 
Chloroplasten, wogegen hinsichtlich des DNS-Gehaltes unterschiedliche 
Auffassungen vertreten werden. Es war daher die Aufgabe der vorliegenden 
Arbeit, einen Beitrag zur Klarung dieser Frage zu liefern. 


Probleme und Vorarbeiten 


Es grundsatzlich betont werden, biochemische Untersuchungen 
an isolierten Zellorganellen zunachst nur die jeweilige Methode charakteri- 
sieren und nicht ohne weiteres einen Riickschlu® auf intrazellulire Ver- 
haltnisse erlauben. Auch dann, wenn man mit Chloroplastenfraktionen 
arbeitet, die vollkommen frei sind von Verunreinigungen, mu man sekun- 
dire, durch die Homogenisation bedingte Veranderungen beriicksichtigen. 
Durch die Zerstérung des Protoplasten bei der Homogenisation werden 
schwer iiberschaubare Verhiltnisse geschaffen. Fermentative Prozesse kén- 
nen ungeordnet und daher in unerwarteter Weise ablaufen; es kann zu 
Reaktionen zwischen den Organellen und dieser mit dem Homogenisations- 
medium kommen, die zu erheblichen chemischen und physikalischen Ver- 
anderungen fiihren. Adsorptionen fremder Stoffe an einzelne Organellen, 
Permeabilitatsinderungen, die dazu fiihren, da Substanzen an das Me- 
dium abgegeben werden oder geléste Stoffe in die betreffenden Partikeln 
einwandern, sind denkbar. Wenngleich man alle Arbeitsgange der Isolation 
bei ca. 0°C durchfiihrt. um dadurch enzymatische Prozesse zu verlang- 
samen, so werden sich trotzdem nicht alle erwahnien sekundiren Verin- 
derungen im Homogenat ganzlich ausschalten lassen. Andererseits ist es 
aber auch schwierig. verlaBliche Aussagen iiber das Ausmaft und die Art 
der tatsichlich ablaufenden Vorgange zu machen. Hinzu kommt noch, dal 
es nicht immer méglich ist. durch Differentialzentrifugation allein eine 
vollkommene Trennung der Zellorganellen von unerwiinschten Beimen- 
gungen zu erreichen. 
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Sollen isolierte Chloroplasten auf ihren Gehalt an NS untersucht werden, 
dann mul Gewihr dafiir gegeben sein, daf den betreffenden Praparaten keine 
andersartigen NS-haltigen Partikeln — besonders Reste von Zellkernen — 
beigemengt sind. Bei der Homogenisation werden die Zellkerne z. T. zer- 
stort; dabei entstehen im Extremfall lang ausgezogene. fadenférmige Ge- 
bilde, sogenannte ,threads* (Weier und Stocking 1952b), die wegen 
ihrer gréBeren Schwebfahigkeit ein ahnliches Sedimentationsverhalten wie 
die Chloroplasten haben. McClendon (1952) kam auf Grund seiner 
Befunde, wonach in seinen Chloroplastenfraktionen auch dann DNS nach- 
weisbar war, wenn nur sehr geringe Mengen kompakter Zellkerne mikro- 
skopisch sichtbar waren, zu der Auffassung, da DNS ,presumably ad- 
sorbed onto the chloroplasts“ sei. Durch methodische Verbesserungen ge- 
langten Jagendorf und Wildman (1954) zu Chloroplastenprapa- 
raten, in denen sie nur geringe Mengen an NS nachweisen konnien. Diese 
Autoren lassen die Frage offen, ob der geringe NS-Gehalt grundsatzlich 
auf nichtplastidische Verunreinigungen oder auf eine Auswaschung von 
primar in den Plastiden vorhandener NS zuriickzufiihren sei. Somit stehen 
sich zwei einander widersprechende Auffassungen gegeniiber. Abgesehen 
davon, daf die Ansicht MceClendons durch cytochemische Analysen 
von Weier und Stocking (1952b) widerlegt wurde, ist es notwendig, 
weitere Untersuchungen durchzufiihren, um Aussagen iiber das Vorkom- 
men von NS in isolierten Chloroplasten machen zu kénnen. 

Da die beabsichtigten chemischen Analysen an isolierten Chloroplasten 
Riickschliisse auf die in der intakten Zelle vorliegenden Verhialtnisse er- 
méglichen sollen, mu neben der Forderung nach sauberen Plastidenfrak- 
tionen auch Wert darauf gelegt werden, die Plastiden in einem Zustand zu 
isolieren, der dem in der Zelle nahekommt. Es ist namlich nicht zu erwarten, 
daf die im Homogenat suspendierten Chloroplasten die gleichen physiko- 
chemischen Eigenschaften aufweisen wie in der Zelle. Da strukturelle Ver- 
ainderungen Indikatoren fiir tiefgreifende physikalische und chemische 
Vorginge sein kénnen, muften Bedingungen geschaffen werden, bei denen 
sich die Chloroplasten méglichst wenig veraindern. Einer Verwirklichung 
beider Anforderungen stehen aber methodisch bedingte Schwierigkeiten 
entgegen:; deshalb waren Vorarbeiten notwendig. die sich naturgemaf in 
cytomorphologische und biochemische Untersuchungen gliederten, um 
schlieBlich zu einem Kompromiff zwischen beiden Gesichtspunkten zu ge- 
langen. Diese Untersuchungen konnten sich — soweit sie fiir den Isola- 
tionsvorgang wichtig erschienen — auf Chloroplasten und Zellkerne be- 
schranken, da Chondriosomen und Spharosomen erst bei hochtourigen 
Zentrifugationen sedimentieren. 

Die gréBten Bedenken vom cytologischen Standpunkt aus muff man 
gegen die Homogenisation, d. h. die mechanische Zerstérung der Zellen, 
haben. Menke (1939) benutzte zur Zerkleinerung der Blatter eine Drei- 
walzenmiihle. Der aus dem Blattbrei gewonnene Preftsaft wurde dann 
fraktioniert zentrifugiert. Granick (1938) empfiehlt eine Homogeni- 
sation durch Zerreiben der Blatter mit Quarzsand im Morser bei Gegen- 
wart von Zuckerlésung als Medium. Dabei sollen die Zellkerne weitgehend 
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unbeschadigt bleiben. Eine weitere Art der Zerkleinerung besteht in der 
Anwendung eines Homogenisators. Hierbei wird das Blattmaterial durch 
rotierende Messer aufgeschlossen und im zugegebenen Medium (Zucker- 
lésung) suspendiert. McClendon (1952) sowie Jagendorf und Wild- 
man (1954) bedienten sich dieser Homogenisationsart. Nach Ansicht von 
Weierund Stocking (1952 b) ist dieses Verfahren dafiir verantwortlich, 
daft zahlreiche Zellkerne zu den schlecht sedimentierenden ,,threads“ defor- 
miert werden. Jagendorf und Wildman (1954) verglichen das Sedimen- 
tationsverhalten von Zellkernen und Chloroplasten in Homogenaten, die 
durch Zerreiben im Morser bzw. durch Anwendung eines Homogenisators 
hergestellt wurden. Im ersten Falle sedimentierten die Zellkerne relativ 
einheitlich, wahrend die Chloroplasten bis zu 50% zerstért wurden und des- 
halb eine uneinheitliche Sedimentation zeigten. Umgekehrt lagen die Ver- 
haltnisse im zweiten Falle: die Chloroplasten hatiten eine einheitliche, die 
Zellkerne dagegen eine schleppende Sedimentation: die Chloroplasten 
blieben weitgehend unbeschadigt. wogegen die Zellkerne die bekannte 
Fadenform annahmen. Es ist also offenkundig, da Chloroplasten und Zell- 
kerne auf die beiden Homogenisationsarten unterschiedlich reagieren. Keine 
dieser Methoden kann voll befriedigen: in keinem Falle sind einwandfreie 
Trennungen durch Zentrifugation zu erwarten. Bei einer Verwendung von 
PreBsaften (Menke 1939, Sisakjan und Cernjak 1952) ist — un- 
geachtet des Erhaltungszustandes der Zellorganellen — durch die Ein- 
wirkung des unverdiinnten Zellsaftes die Gefahr zu weiteren Komplika- 
tionen gegeben. Wird dagegen im Morser oder im Homogenisator zerklei- 
nert, so kann man zwar in grofer Verdiinnung arbeiten und dadurch den 
Wirkungsgrad des Zellsaftes herabsetzen, dafiir bleiben aber die beschrie- 
benen Verhaltensweisen der Chloroplasten und Zellkerne bestehen. Wenn 
bei den vorliegenden Untersuchungen ein Homogenisator benuizt wurde, 
so geschah dies mit Riicksicht auf den Erhaltungszustand der Chloroplasten 
und der kiirzeren Dauer der Homogenisation. 


I. Cytomorphologische Untersuchungen an Homogenaten 


1. Erhaltungszustand der Chloroplasten 


Fiir orientierende Untersuchungen wurden Blatter von Viola tricolor (L.) 
var. maxima hort. und Cichorium endivia (L.) verwandt. Zunachst wurde 
von der Blattunterseite mit einer Lanzettnadel etwas Mesophyllgewebe ab- 
geschabt und in einen Tropfen Glucoselésung auf dem Objekttrager iiber- 
gefiihrt. Die Glucoselésung wurde aus spater zu besprechenden Griinden 
0,4 molar in Leitungswasser angesetzt. An den suspendierten Chloroplasten 
— soweit sie nicht mechanisch geschadigt waren — lief sich immer ein 
stiarkeres Hervortreten der Grana beobachten, eine Erscheinung. die man 
auch an Chloroplasten in vitalen Zellen beobachten kann. 

Einen wesentlichen Einflu®B auf den Erhaltungszustand der Chloro- 
plasten hat das jeweils benutzte Homogenisationsmedium. Bereits 
Schwarz (1887) fand. daB® in Zuckerlésungen suspendierte Chloroplasien 
ein cytomorphologisch befriedigendes Aussehen beibehalten. Allgemein 
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werden in der Literatur wafrige (Weier und Stocking 1952a) und 
gepufferte (McClendon 1952, Jagendorf und Wildman 1954) 
Lésungen von Kohlehydraten angegeben. Mitunter arbeitet man auch mit 
reinen Pufferlésungen (Menke 1939). In den folgenden Untersuchungen 
wurde der Einflu& der Glucosekonzentration auf suspendierte Chloro- 
. plasten von Viola tricolor analysiert; die Lésungen wurden hierbei 0,2 bis 
0.7 molar in Leitungswasser angesetzt. Schabt man von der Blattunterseite 
etwas Mesophyllgewebe ab, bringt es in einem Tropfen Glucoselésung auf 
dem Objekttriger unter das Mikroskop, so sind unterschiedliche Vakuoli- 
sationsformen der suspendierten Chloroplasten die auffalligste Erscheinung 
(vel. Mudrack 1956). Es wird angenommen. daft die Chloroplasten von 
einer semipermeablen Membran umgeben sind und somit ein osmotisch 
beeinfluBbares System darstellen (Granick 1938, Weier und Stok- 
king 1952a, Jagendorf und Wildman 1954, Mudrack 1956). 
Demnach wird die Glucosekonzentration des Mediums den Vakuolisations- 
grad der Chloroplasten mafgeblich beeinflussen. Eine direkte Beziehung 
zwischen beiden Gréfen wurde z. B. von Mudrack (1956) festgestellt. 
Es muf aber betont werden, daf nicht alle im gleichen Medium vorhan- 
denen Chloroplasten auch den gleichen Ausbildungsgrad der Vakuolen 
zeigen, sondern bei Beriicksichtigung einer Variationsbreite laBt sich ledig- 
lich ein vorherrschender Vakuolisationstyp feststellen. Deshalb kénnen 
Aussagen iiber den vorherrschenden Vakuolisationsgrad bei der Homogeni- 
sation gréRerer Blattmengen nur statistisch gemacht werden. 

Methode: Frische Viola-Blatter wurden in Anteilen von ca. 5g mit je 25 ml 
kalter, in Leitungswasser angesetzter Glucoselésung homogenisiert (30 Sekunden in 
einem Homogenisator, Fa. Biihler, Modell ..Ceka“, Typ UM). Die Suspension wurde 
durch ein Leinentuch geseiht und filtriert (Papierfilter Schleicher und Schiill 520 b) 
und anschliefend 10 Minuten bei 475g und 0 bis 5°C in einer Winkelzentrifuge 
(Phywe .,Eispirouette*) zentrifugiert. Die Sedimente wurden mit je 1 ml der ent- 
sprechenden Glucoselésung aufgenommen. Auf diese Weise wurden nacheinander 
sieben Homogenate in den Glucosekonzentrationen von 0,1 bis 0,7 molar angefertigt. 
Von jeder Konzentrationsstufe wurden je zehn Proben entnommen, auf Objekt- 
trager gebracht und je Probe 50 Chloroplasten nach ihrem Vakuolisationsgrad 
beurteilt. Hierbei wurden folgende Typen unterschieden: 

a) .h ypotonische* Formen: Profilansicht linsen- bis spindelférmig mit 
einseitig abgehobener Vakuole, Flichenansicht rund. 


b) .isotonische* Formen: Profilansicht linsen- bis spindelférmig, Flichen- 
ansicht rund, und 

c).hypertonische* Formen: napfférmig gekriimmter Plastidenkérper 
mit noch erhaltener — .,Chlorella-Stadium* (Mudrack 1956) — oder bereits 
zerstérter Membran — sogenannter Nipfchenform. 


Schwierigkeiten bereitete die Auszahlung der labilen, extrem ,hypo- 
tonischen* Formen. Mitunter lie® sich das Platzen der Plastidenvakuolen 
beobachten. Bereits geplatzte Formen unterschieden sich von den ,,isotoni- 
schen“ durch unregelmaBige Konturen, die durch Verquellen des Restkér- 
pers bedingt sein diirften. Es wurde daher angenommen, daf in 0,2 molarer 
Glucoselésung fast alle Plastiden ,.hypotonischen* Charakter haben. In der 
graphischen Darstellung der Auszahlungen von 10 X 50 Plastiden pro Kon- 
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zentrationsstufe sind auf der Abszisse die Glucosekonzentrationen und auf 
der Ordinate die Prozentsatze an Chloroplasten des Typus b aufgetragen 
(Abb. 1). Unter der Abszisse sind die Vakuolisationstendenzen schematisch 


molare blucoselosung 


Protilanstcht 

 @ 


Abb. 1. Graphische Darstellung der Beziehungen zwischen Glucosekonzentration 
und Vakuolisation der Plastiden. 


wiedergegeben. In 0.4 molarer Glucose wurden 83.2% normaler, d. h. .iso- 
tonischer* Plastidenformen. ausgezaihlt: der Rest von 16.8% wies vornehm- 


Abb. 2. Chloroplast im frisch angefertigten Homogenat. 
Abb. 3. Derselbe Chloroplast nach 15 Minuten, 


lich Formen des Typs ¢ auf. Aus der Tatsache, da® .isotonische* Chloro- 
plasten im mikroskopischen Bild die geringsten Verainderungen erkennen 
lassen, schien die 0,4 molare Glucoselésung — ein Medium mit dem Maxi- 
mum dieser Plastidenformen — als Isolationsfliissigkeit geeignet zu sein. 
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Auch fiir die Chloroplasten von Cichorium endivia erwies sich dieses Me- 
dium als optimal. 

Bei der Isolation von Chloroplasten muff als weiterer Faktor der bei 

der Zerstérung des Protoplasten frei werdende Zellsaft beriicksichtigt wer- 
den. Um seinen Einflu® auf suspendierte Plastiden zu beobachten, wurde 
wieder etwas Mesophyllgewebe von Viola-Blatiern abgeschabt und in 0,4 
molarer Glucose in Leitungswasser suspendiert; hierbei wurde absichtlich 
fiir eine starkere Beimengung von Prefsaft gesorgt. In Abb. 2 wird ein 
Chloroplast kurz nach der Homogenisation gezeigt. Er laBt keine Verinde- 
rungen erkennen, die wesentlich vom gewohnten Aspeki der Chloroplasten in 
der Zelle abweichen. Nach 5 Minuten setzte eine starke Granulierung ein. 
Die offensichtlich von Entmischungen begleiteten Veranderungen fiihrten 
schlieBlich dazu, da der Chloroplast in der Flachenansicht ein runzeliges 
Aussehen und in der Profil- 
stellung Streifenbildung aufwies 
(Abb. 3). Diese morphologischen 
Verinderungen liefen sich er- 
heblich verlangsamen und in 
ihrem Ausmaf einschriinken, 
wenn die Beimengungen an Zell- 
saft gering gehalten wurden. 
Fiir die praktische Isolation der 
Chloroplasten ergibt sich somit 
die Notwendigkeit, in méglichst 
groRen Verdiinnungen zu arbei- 
ten, um die schidlichen Einfliisse 
des Zellsaftes zu hemmen. 

Fiir die bisherigen Unter- 
suchungen wurden wiafrige, mit CO 
Leitungswasser angesetzte Glu- Abb. 4. Chloroplasten mit myelinartigen 
coselésungen benutzt. Dieser Auswiichsen. 

Schritt schien beim Vergleich 

mit andersartigen Glucoselésungen berechtigt zu sein. Bei Verwendung von 
0,4 molarer Glucose in dest. Wasser zeigten die Chloroplasten zwar auch ein 
isotonisches Aussehen, dafiir lieRen sich aber haufig myelinartige Aus- 
wiichse an den Plastiden beobachten (Abb. 4). DaB diese Gebilde sich von 
denjenigen unterscheiden, die bei verschiedener Glucosekonzentration auf- 
treten, ergibt sich schon aus ihrer Gestalt. Sie sind meist langlich und sitzen 
dem Plastid mit ihrer Schmalseite an. Zuweilen lassen sie eine deutliche 
Schichtung erkennen. Im Gegensatz zu den nicht fluoreszierenden Vakuolen 
.hypotonischer™ Chloroplasten zeigten die myelinartigen Blasen eine dif- 
fuse Rotfluoreszenz. Mit dem zur Verfiigung stehenden Polarisationsmikro- 
skop (Leitz; Okular 11,5 X; P1l/12 Obj. Ol A—1,3: 100:1) konnte jedoch 
keine Doppelbrechung beobachtet werden. 

Auch bei einer Pufferung der mit dest. Wasser hergestellten Glucose- 
lésung mit 1/100 molarem Phosphaipuffer auf den pH-Wert 6,8—7,0 traten 
diese myelinartigen Gebilde in gleicher Haufigkeit auf. Die Tatsache, daB 
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in den mit Leitungswasser angesetzten Glucoselésungen solche Bildungen 
sehr selten auftraten, legt die Vermutung nahe, da die hemmende Wir- 
kung dem Leitungswasser selbst zuzuschreiben ist. Insbesondere der Gehali 
an Ca-Salzen kénnte hierfiir verantwortlich gemacht werden. Das benutzte 
Leitungswasser enthielt nach einer Durchschnittsanalyse 612mg Ab- 
dampfungsriickstand pro Liter, davon 108mg Ca und 12mg Mg. Wurden 
.isotonische* Chloroplasten von Viola oder Cichorium in 0,4 molarer Glu- 
cose in Leitungswasser schnell abzentrifugiert und dann in gepufferter oder 
ungepufferter reiner 0,4 molarer Glucoselésung wieder aufgenommen, so 
iraten keine myelinartigen Auswiichse mehr auf. Der kurze Aufenthalt im 
Ca-haltigen Leitungswasser reicht offensichtlich aus, um auch in einem 
Ca-freien Medium diese Bildungen zu unterdriicken. 


2, Erhaltungszustand der Zellkerne 


Nachdem in der oben beschriebenen Glucoselésung ein Medium gefunden 
wurde, in dem die Chloroplasten ein cytomorphologisch befriedigendes Aus- 
sehen haben. muBte auch der Erhaltungszustand isolierter Zellkerne beriick- 
sichtigt werden. Unter den fiir die Isolation der Chloroplasten gewahlten 
Homogenisationsbedingungen werden zahlreiche Kerne mechanisch zerstort. 
Kompakt bleibende Zellkerne lassen sich durch Zentrifugation von den 
Plastiden besser abtrennen als Kernfragmente (vgl. Weier und Stok- 
king 1952). Daher kénnen an den Erhaltungszustand der Kerne keine 
cytomorphologischen MaBstabe angelegt werden, sondern es wird vor 
allem darauf ankommen, die Kernbruchstiicke zu identifizieren. Nur so 
wird es méglich sein, den Reinheitsgrad von Plastidenfraktionen, d. h. den 
Gehalt an Kernmaterial, fesizustellen. Im Folgenden wurden Homogenate 
unter denselben Bedingungen hergestellt wie in den Hauptuntersuchungen, 
um so die verschiedenen Kernfragmente kennenzulernen. 


Blatter von Viola bzw. Cichorium wurden in 0.4 molarer, kalter Glucose- 
lésung in Leitungswasser im ,,Starmix“ 30 Sekunden bei der Geschwindigkeits- 
stufe II zerkleinert; das Homogenat wurde durch ein Leinentuch geseiht und an- 
schlieBend 10 Minuten bei 475g (ca. 2000 UpM) in der Winkelzentrifuge (s. u.) 
sedimentiert. Zur Identifizierung der Kernsubstanzen wurden cytochemische Re- 
aktionen bzw. Farbungen an Ausstrichen nach Osmiumraucherung (2 Minuten) 
angewandt: Fiir die Feulgen-Reaktion wurden die Ausstriche 20 Minuten in 
1nHCl bei 60°C im Thermostaten hydrolysiert, anschlieBend 2 Stunden in 
fuchsinschwefliger Siure (Romeis 1948) aufbewahrt und dann 30 Minuten im 
mehrfach gewechselten SO,-haltigen Spiilwasser vom iiberschiissigen Reagens 
befreit. Wahrend der Beobachtung waren die Priparate in frischem Spiilwasser 
cingebetiet. — Zur schnellen Orientierung wurden die Ausstriche mit einer 1%igen. 
schwach essigsauren Lésung von Toluidinblau angefarbt (Weier und 
Stocking 1952b). — AuRerdem bewihrte sich die Kernfarbung mit K ar min- 
essigsaiure (Romeis 1948). Hierbei wurde ein Tropfen des Homogenates mit 
etwas Karminessigsiure auf dem Objektiraiger vermischt und kurz iiber einer 
Mikroflamme erwarmt. 


In den Abb. 5—8 sind die oft beobachteten deformierten Zellkerne bzw. 
deren Fragmente nach erfolgter Homogenisation wiedergegeben. 


: 
= 
a 
: 
NEE 
“4 
om 
3 
q 
f 
3 


Uber das Vorkommen von Nucleinsauren in isolierten Chloroplasten 513 


Chemische Beurteilung des Homogenisationsmediums 


Wurden bisher nur cytomorphologische Veranderungen an den inier- 
essierenden Zellorganellen lichtmikroskopisch erfaBt, so muBten auch 
Untersuchungen unter chemischen Gesichispunkten angestellt werden. Die 
Tatsache, da bei der Homogenisation des Blattgewebes zahlreiche Zell- 
kerne zerstért werden, fiihrt zwangslaufig zur Beriicksichtigung sekundirer 
Vorgiinge im Homogenat. Im Medium gelésie Nucleinsiuren bzw. Nucleo- 
proteide muften beriicksichtigt werden, zumal bekannt ist, daB sich NS mit 


a 


Abb. 7 . Abb. 8 


Abb. 5. Zellkern mit beginnender Deformation (Toluidinblau). 
Abb. 6. Zellkern z. T. fadenférmig ausgezogen (Feulgenfarbung). 
Abb. 7. Nucleolus mit Zellkernresten (Toluidinblau). 


Abb. 8. Fadenform eines zerstérien Zellkerns, sog. .thread* (Toluidinblau). 


Proteinen zu kiinstlichen Proteiden verbinden kénnen (u. a. Belozersky 
1936, OhI meyer 1949) und z.B. McClendon (1952) eine Adsorption 
von DNS an Chloroplasten angenommen hat. 

Fiir die Verwendung einer 0,4 molaren Glucoselésung in Leitungswasser 
als Medium sprechen zunachst die hierin auf ein Minimum beschrankten 
morphologischen Veranderungen der Chloroplasien. Der Gehalt des 
Leitungswassers an Cat+- und Mgt+-lonen berechtigt zu der Annahme, dal 
die entquellende und NS-fallende Wirkung dieser lonen (Huiskamp 
1901) eine Auswaschung von NS-Substanzen aus den Zellkernen bzw. den 
Kernfragmenten verhindert oder zumindestens einschrankt. Damit wiirde 
auch die Gefahr einer sekundiren Adsorption dieser gelésten Stoffe an die 
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Plastiden sinken. Auferdem laBt die verfestigende Wirkung dieser lonen 
auf die Plastiden erwarten, daf{ eine Auswaschung von primir in den 
Chloroplasten vorhandener NS (vgl. Jagendorf und Wildman 1954) 
ebenfalls herabgesetzt wird. Wenngleich — wie spater gezeigt wird — 
durch Zusatz eines Adsorptionsmittels (Aktivkohle) Anlagerungen von ge- 
lésten NS-Substanzen an die Plastiden unterbunden werden sollen und 
auBerdem die Verwendung eines Alkaloids zur Erzielung einer impermeablen 
Plastidenmembran beabsichtigt war. sollte von vornherein eine durch das 
Homogenisationsmedium bedingte erhéhie Extraktion von NS-Sioffen 
méglichst verhindert werden. Um Hinweise fiir das Extraktionsvermégen 
solcher Stoffe durch verschiedene Medien zu gewinnen, wurde folgender 
Weg eingeschlagen. 

Methode: 

Endivienblatter wurden in der iiblichen Weise im .Starmix* in 0.4 molarer 
Glucose (Leitungswasser) zerkleinert. Von diesem nur iiber Glaswolle gefilterten 
und bewuft keiner weiteren Reinigung unterzogenen Homogenat wurden nach 
griindlicher Durchmischung aliquote Anteile in Zentrifugengléser pipettiert und 
15 Minuten bei 475g in der Winkelzentrifuge niedergeschlagen, Die einzelnen 
Sedimente wurden nochmals kurz mit der Glucoselésung nachgewaschen und 
wieder abzentrifugiert. Dann wurden die Sedimente in gleichen Volumina der 
einzelnen zu priifenden Medien aufgenommen und unter 6fterem Schiitteln 
30 Minuten in Eiswasser aufbewahrt. Nach dieser Inkubation wurde bei 10.000 g 
abzentrifugiert. Um vergleichbare Aussagen iiber das Ausmaf etwaiger Ex- 
traktionen von NS-Substanzen machen zu kénnen, wurde die spektroskopische 
Methode angewandt. NS-Substanzen zeichnen sich durch die Absorption ultra- 
violetten Lichtes im Bereich um 2600 A aus: wenn also unterschiedliche Absorptio- 
nen in diesem Spektralbereich feststellbar waren, so kénnten sie mit der ge 
botenen Vorsicht als ein MaB fiir geliéste NS oder deren Derivate gewertet werden 
Die UV-Absorptionen der einzelnen iiberstehenden Fliissigkeiten wurden mit 
Hilfe des Spekirographen Qu24 (Zeiss) unter gleichen Bedingungen der Be- 
lichtung und Schichtdicke aufgenommen. Als Vergleichslisung diente in den ein- 
zelnen Fallen die enisprechende reine Lésung. Die Registrierkurven der ge- 
schwirzten photographischen Platten wurden mit einem automatischen Mikro- 
photometer (Kipp und Zonen, Delft/Holland) aufgenommen (Verfahren s. u.). 
Die Flache zwischen dem Kurvenzug der iiberstehenden Fliissigkeit und der ent- 
sprechenden Vergleichslésung wurde in dem Spektralbereich von 2500 bis 2800 A 
planimetriert. Die so von den einzelnen Fliissigkeiten erhaltenen Flaichenwerte 
wurden prozentual zueinander in Beziehung gesetzt. Die 100%-Stufe wurde dabei 
dem Extraktionsvermégen einer 1 molaren NaCl-Liésung zugesprochen. Dies ist 
insofern berechtigt. als 1 molare Kochsalzlésung zur Extraktion von Nucleoproteiden 
benutzt wird (u.a. Mirsky und Pollister 1946). 


Die Ergebnisse sind in folgender Ubersicht zusammengestellt: 


Flachenprozente, bez. auf 
1 molares NaCl = 100% 


Medium 


. 1 molares NaCl 100 
2. dest. Wasser 95,8 
3. 0,4 molare Glucose in dest. Wasser 52,1 

. 0,4 molare Glucose in Leitungswasser 34,7 
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Somit erwies sich auch hierbei die mit Leitungswasser angesetzte Glucose- 
lésung als ein Medium, das — im Vergleich zu den anderen — die geringste 
Extraktion von NS-Substanzen verursacht. Wenngleich sich diese Ergebnisse 
gut mit den cytomorphologischen Befunden in Einklang bringen lassen, 
miissen auch die Einschrankungen der angewandten spektroskopischen Me- 
thode beachtet werden, da es sich bei den Registrierkurven nicht um typi- 
sche NS-Kurven handelt. In dem Spektralbereich um 2600 A absorbierende 
Substanzen kénnen bestenfalls als NS-verdaichtig angesprochen werden. 
Da die Registrierkurven der einzelnen Fliissigkeiten nur quantitative Unter- 
schiede zeigen, diirfte es sich immer um die gleichen extrahierten Stoffe 
handeln, iiber deren Herkunft allerdings keine Aussagen gemacht werden 
kénnen. 

Wichtig ist ferner der pH-Wert des Homogenates. Wurden Blatter von 
Cichorium in 0,4 molarer Glucose (Leitungswasser) homogenisiert, so sank 
der pH-Wert von 7 um ca. 0.3 Einheiten. Dieser um den Neutralpunkt 
liegende pH-Wert hat nicht nur Bedeutung fiir den Erhaltungszustand der 
Plastiden; so wiirden namlich bei saurer Reaktion des Homogenates gréRere 
Mengen primar geléster Eiweifkérper ausfallen und die Isolation der 
Plastiden erschweren. Auferdem miissen enzymatische Vorginge beriick- 
sichtigt werden. So zeigte Holden (1952), daf das Wirkungsoptimum 
von Nucleasen in Homogenaten von Tabakblattern bei einem pH-Wert um 
55 liegt. Zellkerne bzw. Kernfragmente wiirden im sauren Medium von 
Nucleasen zu léslichen Stoffen (Nucleotide, Nucleoside) abgebaut. Anderer- 
seits besteht die Gefahr, daf primar in den Plastiden enthaltene Nuclein- 
siure in léslichhe Abbauprodukte iibergefiihrt wird. 


Auswahl des Untersuchungsobjektes 


Ahnliche cytologische Beobachtungen wie in den Homogenaten von 
Viola tricolor und Cichorium endivia lieBen sich auch an anderen Objekten 
machen. Beziiglich des cytomorphologischen Erhaltungszustandes der 
Chloroplasten nach erfolgter Homogenisation sind viele Objekte fiir die 
Isolation dieser Zellorganellen geeignet. Bei der Auswahl des Unter- 
suchungsobjektes wurden méglichst viele Faktoren, die zu Komplikationen 
und unnétigen Schwierigkeiten fiihren kénnten, beriicksichtigt. 

Zunachst waren leicht kultivierbare Pflanzen mit grofflachigen und 
wenig Festigungsgewebe fiihrenden Blatiern zu fordern. Weiter muften 
Pflanzeninhaltsstoffe — besonders die im Zellsaft gelésten — beachtet 
werden. Durch einen geeigneten Puffer und grofe Verdiinnung kann man 
organische Saéuren in ihrer schadigenden Wirkung auf Zellorganellen 
hemmen. Dagegen wiirden Gerbstoffe unléslichhe Komplexe mit Eiweif- 
kérpern bilden und einen Grofteil léslicher Proteine ausfillen, die ihrer- 
seits die Chloroplasten mit einem schwer zu entfernenden Eiweiffilm um- 
geben wiirden (vgl. Waygood und Clendenning 1950). Kann man 
die Auswirkung dieser Faktoren leicht iiberblicken, so ist es ratsam, auch 
solche Stoffe zu beriicksichtigen, deren Einflu® nicht augenscheinlich zu sein 
braucht. So sind oberflachenaktive Stoffe. die zu starken Verainderungen 
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der Permeabilitatsverhiltnisse an den einzelnen Zellorganellen  fiihren 
kénnen, zu beachten. Es kann als sicher gelten, daft isolierte Chloroplasten 
andere Permeabilitatsverhaltnisse haben als in der intakten Zelle. An- 
wesende oberflachenaktive Stoffe wiirden nur zu weiteren Komplikationen 
tiihren. Diese Moglichkeit mute in Rechnung gestellt werden, als die 
saponinhaltigen Blatter von Viola tricolor als Untersuchungsobjekt gepriift 
wurden. Es konnten mit Hilfe der modifizierten Blutgelatine-Methode 
(Fischer 1930) einige Hinweise erlangt werden, die fiir eine Reaktion 
des Viola-Saponins mit den Chloroplasten sprechen (K e rn 1956). Wieweit 
allerdings die Gegenwart von Saponinen Einflu® auf die Extraktion und 
sekundiiren Umlagerungen von Nucleinsauren hat. diirfte schwer zu ent- 
scheiden sein. 

Unter diesen Gesichtspunkten wurde schlieBlich Cichorium endivia 
(..Eskariol. griin, glatt*) als Objekt gewahlt. Diese Pflanze ist schnellwiich- 
sig, besitzt grofflachige Blatter und ist gegen Witterungseinfliisse sehr 
widerstandsfahig. Die Blatter sind frei von Saponin und Gerbstoffen. 
Fiir die Versuche wurde Blattmaterial von Gewéachshaus- und z. T. 
von Freilandpflanzen benutzt: fiir die Hauptversuche wurden ausschlieRlich 
Blatter von Freilandpflanzen verarbeitet. 


Einwirkung von Aktivkohle auf das Homogenat 


Durch die Wahl des Untersuchungsobjektes und Homogenisations- 
mediums waren die ersten Voraussetzungen fiir die beabsichtigte Isolation 


von Chloroplasten gegeben. Durch geeignete Abwandlung der Isolations- 
iechnik muften nun die mit der Reindarstellung von Plastiden durch Zentri- 
fugation verbundenen Schwierigkeiten behoben werden. Diese bestehen im 
wesentlichen darin, daft Zellkernfragmente infolge ihres erhéhten Schweb- 
vermégens mit in die Chloroplastenfraktion eingehen. In Voruntersuchun- 
gen wurden die von verschiedenen Autoren angewandten Zentrifugations- 
schemata iiberpriift und zuweilen abgewandelt. In den Ausstrichen dieser 
Chloroplastenfraktionen lieBen sich immer Beimengungen von Kernbruch- 
stiicken nachweisen (s. 0.) und somit die von Weier und Stocking 
(1952 b) gemachie Fesitstellung bestatigen, wonach die Abirennung von 
Kernbrudhstiicken allein durch Differentialzentrifugation nicht befriedigt. 
Durch miihselige und langwierige Zentrifugationsfolgen gelang es zwar. den 
Reinheitsgrad der Plastidensedimente zu verbessern, jedoch war dann die 
Ausbeute sehr gering. Auerdem verbot die lange Dauer des Praparations- 
ganges ein solches Vorgehen. 

Es muBten also andersartige Methoden zur weiteren Reinigung der 
Plastidenfraktionen herangezogen werden. Jagendorf und Wild- 
man (1954) konnien zeigen, daf durch wiederholtes Filtrieren des Homo- 
genates durch Papierfilter erhebliche Mengen DNS — insbesondere Kern- 
material — selektiv zuriickgehalten werden. Hierbei handelt es sich ver- 
mutlich nicht nur um eine reine Filterwirkung des Papiers. sondern auch 
um adsorptive Vorgiange. Chloroplasten und Zellkerne unterscheiden sich 
stark in stofflicher Hinsicht. Die Annahme liegt nahe, daB sie auch andere 


; 


Uber das Vorkommen von Nucleinsauren in isolierten Chloroplasten 517 


Oberflicheneigenschaften besitzen und sich gegeniiber Adsorptionsmitteln 
unterschiedlich verhalten. Daher wurde versucht, durch Behandlung des 
Homogenates mit Adsorptionsmitteln die Abtrennung der Zellkernfragmente 
zu begiinstigen. Aus verschiedenen Griinden schien die Verwendung von 
Aktivkohle (Kohlegranulat, Merck) angebracht zu sein. Fiir die praktische 
Anwendung von Aktivkohle war es wichtig, die im Homogenat suspendier- 
ten Kohlepartikeln nach einiger Zeit durch Filtration (Schleicher und 
Schiill 520 a und besonders 520 b) wieder zu entfernen. 

In den nun zu beschreibenden Untersuchungen wurden die Auswirkun- 
gen eines Kohlezusatzes zum Homogenat erfaft, wobei folgende Punkte 
beachtet wurden: 

1. Wird das mengenmafBige Verhaltnis von Zellkernen zu Plastiden ver- 
andert? 

2. Erfolgt eine Beeinflussung des Sedimentationsverhaltens von Zell- 
kernen und Plastiden? 

3. Wieweit werden Eiweifkérper adsorbiert? 

4. Kommt es zu Verschiebungen des pH-Wertes im Homogenat? 

Es muften also die Verhaltnisse in den iiblichen Homogenaten (s. 0.) 
denen mit Kohle behandelten vergleichend gegeniibergestellt werden. Bei 
den biochemischen Untersuchungen wurden die betreffenden Mengen an 
Chloroplasten durch quantitative Chlorophyllbestimmungen ausgedriicki 
(Gesamtchlorophyll nach der Methode von Arnon 1949). Zellkernmaterial, 
als Haupttrager von DNS, wurde durch quantitative DNS-Bestimmungen 
erfaBt (NS-Extraktion nach Ogur und Rosen 1950; DNS-Bestimmung 
nach Dische 1930). Stickstoffbestimmungen dienten als Maf fiir Eiweif- 
koérper (Kjeldahl-Verfahren: Aufschlu® mit konz. Schwefelsiure 0.7% 
Selendioxyd: Destillation in dem Mikrokjeldahlgerat nach Be ncze 1949). 


Verschiebungen des Verhiltnisses von Zellkern 
zu Chloroplastenmaterial 


Diese Frage wurde durch Anwendung biochemischer und cytochemischer 
Methoden geklart. 


a) biochemisch 
Methode: : 

Aus Blattern von Cichorium endivia wurde in der iiblichen Weise ein Homo- 
genat hergestellt (0.4 molare Glucose in Leitungswasser). Dieses wurde durch ein 
Leinentuch geseiht und dann durch eine ca. 4cm dicke, nicht zu feste Lage Glas- 
wolle filtriert. Von dieser Suspension wurde nach griindlicher Durchmischung etwa 
ein Drittel abgegossen (Homogenat A). Der iibrige Teil (Homogenat B) wurde mit 
einer Spatelspitze Kohlegranulat (Merck) versetzt. griindlich umgeriihrt und 
10 Minuten in Eiswasser gestellt. Darauf wurde von dem schwarzen Bodensatz 
abgegossen und filtriert (Schleicher und Schiill 520 b). Unterdessen wurden gleiche 
Anteile von Homogenat A in Zentrifugenglaser pipettiert und 10 Minuten bei 475 ¢ 
zentrifugiert. Aus den so erhaltenen Sedimenten wurde mit Aceton das Chloro- 
phyll extrahiert und quantitativ bestimmt (s. 0.): der Riickstand wurde auf DNS- 
Gehalt untersucht. In gleicher Weise wurde mit Homogenat B verfahren. 
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Beim Vergleich der Analysenwerte beider Homogenate lieBen sich Ver- 
luste an DNS zwischen 60 und 77% feststellen. In der folgenden Tabelle 
sind die Werte je zweier Analysen angefiihrt: 


Homogenat 


DNS | Chlorophyll DNS : Chlorophyll | Verlust an DNS 


1,077 mg 
2,525 mg 
1,200 mg 
3,175 mg 


60% 


77% 


b) cytochemisch 


Methode: 

Homogenat A und B wurden in gleicher Weise wie oben hergestellt. Von den 
Sedimenten beider Homogenate wurden nacheinander je 20 Proben entnommen. 
auf Objekttrager gebracht, mit einem Tropfen Karminessigsiure versetzt 
(Romeis 1948) und nach leichter Erwirmung mikroskopiert. Von jedem 
Praparat wurden je zehn Ausschniite bestimmter GréRe — in das Okular wurde 
eine Schablone eingelegt — ausgezihlt. Um das psvchologische Moment aus- 
zuschalten, wurde ,,verdeckt™ gearbeitet. d. h. auf der Unterseite der Objekttrager 
— von oben nicht sichtbar — wurde die Herkunft (Homogenat A bzw. B) vermerkt. 
Weiter wurden mit Hilfe des Kreuztisches zehn bestimmte Stellen festgelegt, die 
fiir alle Pranarate verbindlich waren. Neben der summarischen Auszaihlung der 
Plastiden und Zellkerne wurde auferdem die Gestalt der Kerne beriicksichtigt und 
dabei in .intakte* und zerstérte Zellkerne differenziert. Unter letzteren wurden 
Bruchstiicke und die sogenannten .threads“ (vgl. Abb. 5—8) verstanden, wahrend 
es sich bei den .intakten* Kernen um kompakte. rund bis ovale Gebilde handelte. 
Durch diese Unterscheidung sollten Anhaltspunkte fiir das Sedimentationsverhalten 
des Kernmaterials gewonnen werden. 


Aus den Ergebnissen der Auszahlungen: 


Homogenat | Kern : Plastiden % Kerne %zerst. Kerne Verlust an Kernen 


A 100 61,2% 
38,8 26,8 

geht auch hier ein eindeutiger Verlust an Zellkernmaterial zugunsten der 
Chloroplasten hervor. Auferdem kann nach Kohlebehandlung (Homo- 
genat B) eine Verringerung zerstérter Kerne festgestellt werden. Deshalb 
durfte auch eine Anderung der Sedimentation von Kernmaterial erwartet 
werden (vgl. Weier und Stocking 1952b). 


EinfluB auf die Sedimentation 
a) von DNS-haltigem Material ° 


Das Sedimentationsverhalten von Zellkernmaterial in den Homogenaten 
A und B wurde in folgender Weise bestimmt: 
Gleiche Mengen (10 ml) der Suspensionen wurden in die Einsatzbecher der 
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Winkelzentrifuge pipettiert. Die Anzahl der fiir jede Zentrifugationsserie 
benutzten Becher richtete sich nach den zu erwartenden DNS-Mengen. Die 
entsprechenden Becher wurden 
12 Minuten bei folgenden Ge- ong 
schwindigkeitsstufen zentrifugiert: 
500 UpM (Umdreh./Min.) ca. 30g 
125 ¢ 
300g 
50 
4, 


Die angegebenen Normalbeschleu- 
nigungen sind einer Eichkurve 2 
entnommen und gelten fiir den yy} 
groBten Abstand von der Dreh- 

achse, der tangential an die Innen- a5 10 15 20 x 1000/min 
kalotte des Einsatzbechers reicht. Abb. 9. Sedimentationsverhalten von 
Die ermittelten DNS-Mengen der DNS-haltigem Material —_-_—— Homo- 
verschiedenen Sedimente wurden genat A; Homogenat B. 
prozentual auf den DNS-Gehalt des 

unter gleichen Bedingungen gewonnenen Sedimentes der Stufe 3000 UpM 
bezogen (Abb. 9). Es lassen sich deutliche Unterschiede in der Sedimentation 
DNS-haltigen Materials bei 
den Homogenaten A und B 
feststellen. Wahrend Homo- 
genat A eine schleppende 
| Sedimentation zeigt, ist bei 
| Homogenat B beginnend bei 
. der Stufe 1500 UpM die Sedi- 
mentation einheitlich, d. h. 
die Kurve verlauft der Ab- 


szisse anndhernd parallel. 
Dies kann verstanden 
werden, daft durch die Be- 
handlung des Homogenates 
mit Aktivkohle und anschlie- 


20 25 30x Render 


Filtration die un- 


Abb. 10. Sedimentationsverhalten von Chloro- 
plastenmaterial. Die schraffierte Flache gibt den ernreste 
Anteil der Plastiden an, der nach Entfernung entfernt sein diirften. 

der Hauptmasse an Kernmaterial (1500 UpM) im 


s b) von Chloroplastenmaterial 
Homogenat verbleibt. 


In analoger Weise erfolg- 

te die Charakterisierung der 

Plastidensedimentation durch Chlorophyllbestimmungen. Die Behandlung 
des Homogenates (B) fiihrte zu keinen wesentlichen Anderungen im Sedi- 
mentationsverhalten der Plastiden. Das in Abb. 10 gezeigte Schaubild gibt 
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die Verhaltnisse eines mit Kohle behandelten Homogenates wieder (Mittel- 
werte aus je drei Einzelmessungen). Bei der beabsichtigten Isolation von Pla- 
stiden muff das Sedimentationsverhalten des Zellkernmaterials beriicksich- 
tigt werden. Wie aus Abb. 9 hervorgeht, erfolgt die Sedimentation des 
DNS-haltigen Materials ab Stufe 1500 UpM gleichmafig, d. h. bei dieser 
sedimentieren ca. 97% Kernmaterial. Die schraffierte Flache im Schaubild 
(Abb. 10) gibt den Anteil von Chloroplasten an, der nach erfolgter Zentri- 
fugation bei 1500 UpM frei von DNS-haltigen Partikeln sein diirfte. 


Der pH-Wert des Homogenates 


Wie bereits erwahnt, mufi der pH-Wert des Homogenates beachtet wer- 
den. In der folgenden Ubersicht werden die pH-Verschiebungen bei unter- 
schiedlicher Behandlung der Homogenate wiedergegeben. Die Messungen 
erfolgten mit einer Glaselektrode (,.»pH-Meter“ der Fa. Pusl, Miinchen): 

a) 0,4 molare Glucose in Leitungswasser 7,0 

b) Homogenat in Medium a 6,8—7.0 

c) Homogenat unter b mit Kohle behandelt 6,7 

d) Homogenat in 0,4 molarer Glucose in dest. Wasser 6,2 

e) Homogenat unter d mit Kohle behandelt 5,9—6.0 

f) dest. Wasser allein 4,9—5,0 


Die Messungen zeigen, daf der Zusatz von Aktivkohle zum Homogenat 
keine wesentliche Verschiebung des pH-Wertes bewirkt. 


Adsorption von EiweiSkérpern 


Da eine Adsorption von Eiweifkérpern an suspendierte Chloroplasten 
méglich ist (Weier und Stocking 1952a, Metzner 1954) und kleine, 
vermutlich vom Hyaloplasma herriihrende Koagulate die Plastidenfrak- 
tionen verunreinigen, wurde gepriift, wieweit Eiweifkérper durch Behand- 
lung des Homogenates mit Kohle entfernt werden kénnen. Zuniachst inier- 
essierten die gemeinsam mit den Plastiden sedimentierenden Eiweifkérper. 
Zu diesem Zweck wurden gleiche Anteile von Homogenat A und B 10 Minu- 
ten bei 475 g zentrifugiert. Fiir die Bestimmung des Stickstoff-Chlorophyll- 
Verhaltnisses wurde aus den Sedimenten zunachst das Chlorophyll mit 
Aceton extrahiert und quantitativ kolorimetriert. Der Riickstand wurde 
dann wie oben der Stickstoffbestimmung nach K j el dah! unterworfen. Die 
Werte von je zwei Analysen werden hier wiedergegeben: 


Sediment | Stickstoff | Chlorophyll Stickstoff : Chlorophyll 
_ 0,315 mg 0,3400mg | : 1,06 
0,350 mg 0,3804mg | : 1,09 
0,193 mg 0,2456mg 
0,189 mg 0,2436mg 


Hieraus ergibt sich ein durch den Kohlezusatz bedingter Verlust von 
17.3% Stickstoff zugunsten des Chlorophyllgehaltes. Dabei beriick- 
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sichtigt werden, daf die Plastiden selbst ein Stickstoff-Chlorophyll-Verhalt- 
nis von 1:1 haben kénnen (Jagendorf und Wildman 1954). 

Weiter wurde die Adsorptionsfahigkeit der Aktivkohle auf ein bereits 
bei 475g zentrifugiertes Homogenat untersucht. Bei dieser Zentrifugations- 
stufe werden die meisten Chloroplasten niedergeschlagen. In der iiber- 
stehenden Fliissigkeit sind im mikroskopischen Bild neben Chloroplasten 
unterschiedlich grofe Koagulate zu sehen. Von dieser Suspension wurde ein 
Teil mit Kohle versetzt, griindlich geriihrt, 10 Minuten in Eiswasser auf- 
bewahrt und filtriert (Schleicher und Schiill 520b). Gleiche Volumina 
der unbehandelten (S,) und der behandelten (S,) Suspensionen wurden 
in der Kalte mit dem doppelten Volumen 96%igem Athanol versetzt. Nach 
einer Stunde wurde der Niederschlag abzentrifugiert, nochmals mit Athanol. 
gewaschen und dann der Stickstoffgehalt bestimmt. Es zeigten sich folgende 
Resultate: 


| 
Sediment | Stickstoff | Prozent | Verlust 


Sa | 0,343 mg | 100 


| 479 
Sp | 0,182mg 53 


Von weiterem Interesse war die Frage, in welchem Mae geléste bzw. 
bei hohen Geschwindigkeiten nicht sedimentierbare Eiweifkérper von der 
Aktivkohle adsorbiert werden. Zu diesem Zweck wurde ein in bekannter 
Weise hergestelltes Homogenat 30 Minuten bei ca. 16.000 g zentrifugiert. 
Ein Teil der bernsteinfarbenen Fliissigkeit (UO,) wurde mit Kohle versetzt 
(U,,) und nach 10 Minuten filtriert. Gleichvolumige Anteile dieser Fliissig- 
keiten wurden wieder mit Athanol versetzt und der Stickstoffgehalt der 
Niederschlige bestimmt: 


Sediment | Stickstoff | Prozent | Verlust 
32,3% 


UVa 1,544 mg 100 
Up 1,050mg 67,7 


Da Athanol Nucleinséuren und Nucleoproteide ausfallen kann, wurden 
die Niederschlage von U, und U,, auf ihren NS-Gehalt untersucht. In HCIO,- 
Extrakten (Ogur und Rosen 1950) fiel die Dische-Reaktion negativ aus. 
Papierchromatographisch konnten nur Hinweise fiir das Vorkommen von 
RNS gewonnen werden. Der quantitative Vergleich der NS-Mengen von U, 
und U,, erfolgte durch Bestimmung des NS-Phosphors (NS-P) in den HCIO,- 
Extrakten nach der Methode von Berenblum und Chain (1938): 


Sediment | NS-P Prozent Verlust 


22.4%, 


Auch im UV-Absorptionsvermégen lieBen sich bei den Fliissigkeiten U, 
und U),, erhebliche Unterschiede feststellen. 
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Die Zentrifugation 


In den bisher beschriebenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, da 
sich ein Zusatz von Aktivkohle zum Homogenat in verschiedener Hinsicht 
giinstig auswirkt. Es bietet sich somit die Méglichkeit, durch geeignete Kom- 
bination von Adsorption (Kohlebehandlung und Verwendung von Papier- 
filtern) und Zentrifugation saubere Chloroplastenpraparate zu gewinnen. 

Es ist aus physikalischen Griinden nicht zu erwarten, daft bei der iiblichen 
Differentialzentrifugierung die jeweiligen Sedimente einheitlich sind. Be- 
kanntlich ist fiir die Sedimentation suspendierter Kérper gleicher GréfRe 
und Dichte deren Abstand von der Drehachse ausschlaggebend. So ist es 
verstandlich, da Partikeln unterschiedlicher Dichte und GréBe wie Chloro- 
plasten, Beimengungen von Koagulaten, Starkekérnern etc. bei entspre- 
chenden Abstainden von der Drehachse der Zentrifuge ein gleiches Sedimen- 
tationsverhaliten haben kénnen. Nur durch wiederholtes Zentrifugieren der 
wieder suspendierten Sedimente kann man eine Reinigung von den un- 
erwiinschten Partikeln erzielen. Eine wesentliche Vereinfachung bedeutet 
daher die von Wilbur und Anderson (1951) entwickelte Methode. Sie 
beruht im Prinzip darauf, daf man ein spezifisch schwereres Medium mit 
der betreffenden Suspension in diinner Lage iiberschichtet. Die Partikeln 
dieser Suspension haben dann alle den gleichen Abstand von der Dreh- 
achse einer Horizontalzentrifuge und werden somit auch den gleichen Zen- 
trifugalkraften ausgesetzt. Unter Ausniitzung dieser Trennungsméglichkeit 
wurden die mit der Winkelzentrifuge (..Eispirouetie* der Fa. Phywe, Got- 
tingen) gewonnenen Plastidenfraktionen in der Horizontalzentrifuge noch 
weiter gereinigt, indem die in Glucoselésung suspendierten Chloroplasten 
mit einer gleichmolaren Lésung von Saccharose in Leitungswasser — als 
spezifisch schwererem Medium — unterschichtet wurden. Durch zwei- bis 
dreimalige Wiederholung dieser Zentrifugation wurden die meisten Stiarke- 
kérner und kleineren Koagulate soweit entfernt, daf ihre Beimengung in 
den Plastidenfraktionen vernachlassigt werden konnte. 


Arbeitsgang der Isolation von Chloroplasten 


Die Ergebnisse aller vorausgegangenen Untersuchungen wurden bei der 
Isolation der Chloroplasten von Cichorium endivia beriicksichtigt und dabei 
folgender Arbeitsgang gewahlt: 


1. Voll entfaltete Blatter von Cichorium endivia wurden in den friihen 
Morgenstunden (geringer Stiarkegehalt) gesammelt, in kaltem Leitungswasser 
griindlich gewaschen und die Blattstiele und Mittelrippen entfernt. 

2. Unterdessen wurde der Behialter des Homogenisators (.,.Starmix“) von aufen 
mit Kohlensiureschnee vorgekiihlt. Als Homogenisationsmedium wurde frisch 
angesetzte 0.4 molare Glucose in Leitungswasser im Kiihlschrank auf 0 bis + 35°C 
temperiert. 

3. Etwa 100g Blattmaterial wurde mit ca. 450ml der gekiihlten Glucose- 
lésung iibergossen und 30 Sekunden im ,Starmix* bei der Geschwindigkeitsstufe II 
homogenisiert. Auf eine vollstindige Zerstérung der Blatter wurde verzichtet, um 
die Deformation der Zellkerne nicht zu erhéhen. 
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4. Dann wurde der Blattbrei durch ein Leinentuch gedriickt. Die so gewonnene 
Suspension wurde schnell durch eine ca. 5 cm dicke, nicht zu feste Lage von Glas- 
wolle (Merck) gefiltert, in einem in Eiswasser stehenden Becherglas aufgefangen, 
mit einem gestr. Teeléffel Kohlegranulat (Merck) versetzt und mit einem Glasstab 
umgeriihrt. Sie blieb ca. 10 Minuten im Eiswasser stehen. Es war nicht zweck- 
mafig, die Kohle schon vor der Homogenisation zuzusetzen, da sie dann zu fein 
zerteilt und schwierig zu entfernen war. 


5. Danach wurde vorsichtig von dem Kohleschlamm dekantiert und die noch 
schwarze Suspension zur Entfernung der Kohlepartikeln etwa fiinfmal durch 
verschieden dicke Lagen von Glaswolle und Cellulosewatte gefiltert. Hierzu wurde 
eine sogenannte ,Filtriertulpe* benutzt, ein zylindrisches Glasgefa® von 4cm 
Durchmesser und 7 cm Linge, das in einen Trichterstiel auslauft. Diese .,Tulpe* 
enthielt unmittelbar iiber dem Abflu8 Cellulosewatte in diinner Lage und dariiber 
Glaswolle. Mit zunehmender Entfernung der Kohlepartikeln konnte die Schicht 
der Cellulosewatte bis zu 5cm Dicke erhéht werden. Nach diesen Operationen 
wurde die nun wieder griine Suspension durch ein doppeltes Papierfilter 
(Schleicher und Schiill 520 b) gefiltert. 


6. Jetzt schlossen sich die Zentrifugationen an. Das Homogenat wurde in die 
Einsatzbecher (insgesamt 20 Becher mit je 12.5 ml Inhalt) pipettiert, 12 Minuten bei 
475g und 0 bis +3°C in der Winkelzentrifuge zentrifugiert und danach das 
Uberstehende verworfen. Die Sedimente in den Bechern wurden mit frischer 
Glucoselésung aufgeschiittelt, in einem in Eiswasser stehenden Becherglas auf 
ca. 200ml Gesamtvolumen gebracht und dreimal durch Papierfilter (Schleicher 
und Schill 520b) gefiltert. Dann wurde die Suspension wieder in die Einsatz- 
becher pipettiert und 5 Minuten bei 300g (1500 UpM) zentrifugiert, um noch vor- 
handenes Zellkernmaterial (vgl. Abb. 9 und 10) zu sedimentieren. Die iiber- 
stehende Fliissigkeit wurde 12 Minuten bei 475g zentrifugiert. Die Sedimente 
wurden mit Glucoselésung aufgenommen und durch erneute Zentrifugation in 
einem Einsatzbecher vereinigt. 


7. Diese konzentrierte, tiefgriine Suspension wurde in den Einsatzglisern der 
Horizontalzentrifuge mit kalter 0,4molarer Saccharoseliésung in Leitungswasser 
unterschichtet und 10 Minuten bei ca. 350g zentrifugiert. Die leicht triibe, griin- 
liche iiberstehende Fliissigkeit wurde verworfen. Die obere Schicht des Sedimentes 
wurde vorsichtig mit Glucoselésung aufgewirbelt und von der unteren Schicht, 
die neben Chloroplasten zahlreiche Stirkekérner enthielt, abgegossen und noch 
zwei- bis dreimal in gleicher Weise mit Saccharoselésung unterschichtet und zentri- 
fugiert. 

8. Bevor an den so erhaltenen Endfraktionen biochemische Untersuchungen 
erfolgten, wurden sie mikroskopisch iiberpriift. Zum Nachweis andersartiger Bei- 
mengungen wurden die bereits besprochenen Fiarbungen bzw. cytochemischen 
Reaktionen an Ausstrichen durchgefiihrt. Beziiglich des Reinheitsgrades der Plasti- 
denfraktionen ist festzustellen, feulgengefarbte Ausstriche keine Anhalits- 
punkte fiir Zellkerne bzw. Kernreste boten. Nur selien liefen sich einige rétlich 
erscheinende Partikeln mit einem Durchmesser von ca. 1 « beobachten. Es soll aber 
nicht verschwiegen werden, daf bei Anfarbung mit Toluidinblau vereinzelt plas- 
matische Koagulate zu erkennen waren, deren mengenmafiger Anteil jedoch 
vernachlassigt werden konnte. 


Infolge der geringen Kapazitét der Winkelzentrifuge konnten in dem 
beschriebenen Arbeitsgang nur Ausbeuten von 4 bis 8mg an Chloroplasten 
gewonnen werden. 
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Nachweis von Nucleinséuren 


Die fiir NS charakteristische UV-Absorption mit einem Maximum bei 
2600 A ist bedingt durch die Purine und Pyrimidine. Mit spektroskopischen 
Methoden lassen sich noch sehr geringe Mengen an NS nachweisen. Aller- 
dings ist hierbei keine Differenzierung in DNS und RNS méglich. Diesen 
Nachteil kénnte man durch Anwendung selektiver Extraktionsmethoden 
ausgleichen. Liegen aber Gemische beider NS vor, so bietet die Papier- 
chromatographie die Méglichkeit, die Basen der betreffenden NS nach 
vorangegangener Hydrolyse zu trennen und durch den Nachweis von Uracil 
und Thymin auf RNS bzw. DNS zu schlieBen. Der Aufbau der beiden 


NS-Typen geht aus folgender Zusammenstellung hervor: 


RNS DNS 


Zuckerkomponente D-Ribose 2-Desox yribose 


Purine Adenin Adenin 
Guanin Guanin 


Pyrimidine Cytosin Cytosin 

5-Methyleytosin 

= 5-Oxymethyleytosin 
Uracil 


Thymin 


Phosphorsaure Phosphorsaure |  Phosphorsaure 


Auferdem kénnen durch Zuckerreaktionen beide NS unterschieden wer- 
den. Fiir den spezifischen Nachweis der DNS ist die Reaktion nach Disc he 
(1930) iiblich. Auch fiir die RNS bestehen quantitative Bestimmungs- 
methoden. Es muf darauf hingewiesen werden, daf die Empfindlichkeit 
der Dischereaktion nicht ausreicht, um DNS-Mengen unter 5 y/ml einwand- 
frei nachzuweisen. Die auf Pentosenreaktionen beruhenden RNS-Bestim- 
mungen sind nicht immer verlaf@lich, da Pentosane und Polyuronsauren 
(Chibnall 1939, McClendon 1952, Euler und Hahn 1948, 
Sisakjan und Odjinzowa 1954) ebenfalls erfaRt werden. — Zum 
Nachweis des Nucleinsiurephosphors (NS-P) sind zahlreiche Methoden an- 
wendbar. Es handelt sich hierbei um spezifische P-Nachweise: die Gewahr 
dafiir, daf der nachgewiesene Phosphor NS-P ist, konnen nur einwandfreie 
NS-Extraktionsmethoden geben. 

Da von den zu untersuchenden Plastidenpraparaten aus methodischen 
Griinden nur geringe Mengen zur Verfiigung standen und der NS-Gehalt 
ohnehin niedrig zu veranschlagen war, muBte auf vollstandige Extraktion 
der NS besonderer Wert gelegt werden. McClendon (1952) wandte 
erstmalig die von Ogur und Rosen (1950) ausgearbeitete NS-Extrak- 
tionsmethode auf Blattmaterial an und hierbei besonders auf Chloro- 
plastenfraktionen. Auch Jagendorf und Wildman (1954) und Ja- 
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gendorf (1955) bedienten sich dieser Methode in abgewandelter Form. 
Da in den vorliegenden Untersuchungen die Arbeiten dieser Autoren be- 
sonders beriicksichtigt werden muften und die Methode von Ogur und 
Rosen in verschiedener Hinsicht geeignet zu sein schien, wurde sie eben- 
falls angewandt. 

Die Extrakiionsmethode nach Ogur und Rosen besteht im Prinzip 
darin, daf der eigentlichen NS-Extraktion mit HCIO, mehrere Waschungen 
zur Entfernung stérender Stoffe vorausgehen. Bei der HCIO,-Extraktion 
werden die NS von ihrer Proteinkomponente abgespalten und gehen — 
z. T. hydrolysiert — in Lésung. 


Die Methode gliedert sich in folgende Arbeitsginge: 

1. Behandlung des Gewebes mit 70%igem Athanol, der abzentrifugierte Riick- 
stand wird mit 70%igem Athanol + 0.1% (v/v) HClO, aufgenommen und wieder 
abzentrifugiert. 

2. Extraktion der Lipoide durch zweimalige Behandlung mit Athanol : Ather 
(3:1) 3 Minuten im Wasserbad. Der Riickstand wird zweimal mit kalter 0,2n 
HCIO, nachgewaschen. 

3. Extraktion der RNS: Riickstand unter 2. wird mit 1n HClO, versetzt und 
18 Std. bei + 4°C im Kiihlschrank aufbewahrt. AnschlieBend wird noch zweimal 
mit kalter Perchlorséure nachgewaschen. 

4. Extraktion der DNS: im Anschlu& an Stufe 3 wird der Riickstand mit 
0.55 n HClO, im Wasserbad von 70°C 20 Minuten behandelt. 

5. Die im Extraktionsriickstand von Stufe 4 noch vorhandenen Phosphoproteide 
kénnen durch 2n NaOH im kochenden Wasserbad (10 Min.) herausgelést werden. 


Mit dieser Methode kénnen die NS ohne umstandliche Manipulationen 


quantitativ in spektroskopisch reiner Form gewonnen werden. Allerdings 
wird die vollstandige Trennung von RNS und DNS nach dieser Methode 
von manchen Autoren bestritten (McClendon 1952, Di Stefano 1952, 
Heilinger 1954, Markham 1955). Deshalb empfahl es sich, bei der 
Aufarbeitung des Plastidenmaterials die NS gemeinsam zu extrahieren, 
d. h. Stufe 3 und 4 der Originalmethode zu vereinigen, um mit geeigneten 
Methoden eine Differenzierung vorzunehmen. So extrahierten Jagendorf 
und Wildman (1954) und Jagendorf (1955) nur mit 0,5 n HCIO, bei 
70°C, lieBen also die kalte HCIO,-Extraktion fort, und beschrankten sich 
darauf, den Gesamt-NS-Gehalt quantitativ durch spektrophotometrische 
Messungen und NS-P-Bestimmungen zu erfassen. Eine biochemische Analyse 
der Chloroplastenpraparate kénnte sich auf folgende — nacheinander bzw. 
parallel am gleichen Praparat durchfiihrbare — Bestimmungen griinden: 

1. Chlorophyllbestimmung: 

2. NS-Extraktion nach der abgewandelten Methode von Ogur und 
Rosen und nachfolgend 

a) qualitative und eventuell quantitative spektroskopische Analysen, 

b) NS-P-Bestimmung (P-Bestimmung nach Berenblum und Chain 
1938) und 

c) papierchromatographische Trennung der NS-Basen nach Hydrolyse: 

3. Stickstoffbestimmung des Riickstandes von 2. als Maf fiir den Pro- 
teingehalt. 
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Die Absorptionspektren wurden mit dem Spektrographen Qu 24 von Zeiss auf- 
genommen?. Als Lichtquelle diente hierbei die Xenon-Héchstdrucklampe XBO 301 
von Osram. Die Kiivette (Lange 100 mm, lichte Weite 4,2 mm, aufgekittete Quarz- 
fenster) befand sich im parallelen Strahlengang mit ihrer Achse parallel zur opti- 
schen Achse der Abbildung. Die Auswertung der auf einer photographischen Platte 
aufgenommenen Spektren erfolgte gegen Leeraufnahmen (Kiivette mit dest. Was- 
ser) mit dem selbstregistrierenden Mikrophotometer von Kipp und Zonen (Delft, 
Holland). Aus den Unterschieden im Verlauf der Registrierkurven von der Leer- 
aufnahme und der Analysenprobe laft sich der qualitative Verlauf der Absorption 
erkennen und durch Vergieich mit Eichproben ggf. auch quantitativ ermitteln. Nur 
in einem Fall wurden Messungen mit einem direktanzeigenden Spektralphotometer 
durchgefiihrt. 


Anwendung der Methode von Ogur und Rosen auf Blattmaterial 
und isolierte Plastiden 


Aus den dargelegten Griinden wurden RNS und DNS gemeinsam extra- 
hiert. Hierbei erfolgte zunachst entsprechend der Originalvorschrift die Ex- 
traktion mit 1 n HCIO, (+ 4°C, 18 Std.), dann wurde anschlieBend — also 
ohne Entfernung des ,RNS-Extraktes* — 20 Minuten im Wasserbad von 
70°C erwarmt. Um die Anwendbarkeit dieser abgewandelten Methode auf 
Blattmaterial von Cichorium endivia prinzipiell zu iiberpriifen, wurde ein 
ungereinigtes Sediment (Zellkernmaterial) auf diese Weise extrahiert. Von 
dem klaren, leicht gelblichen Extrakt wurde mit dem Quarzspektrographen 
das UV-Absorptionsspektrum aufgenommen. Die mit Hilfe des Mikro- 
photometers aufgezeichnete Registrierkurve der entwickelten Photoplatte 
ist in Abb. 11 wiedergegeben. Die Orientierung der registrierten Schwir- 
zungsgrade (Durchlassigkeit der geschwarzten Photoplatte) erfolgte so, daft 
die maximale Schwarzung unten und die gréfte Durchlassigkeit oben zu 
liegen kommt. Demnach hat die geschwiarzte Photoplatte im Bereich um 
2600 A ihre gréBte Durchlassigkeit, gleichbedeutend mit dem Absorptions- 
maximum des betreffenden Extraktes. 

Da die bei der gemeinsamen NS-Extraktion gewonnene RNS enigegen 
der Vorschrift noch erwarmt wird, kénnte es zu Absorptionsverschiebungen 
der RNS kommen. Zur Priifung dieser Méglichkeit wurde ein nach Punkt 3 
der Vorschrift gewonnener Extrakt aus Blattern unterschiedlich behandelt: 
ein Teil der Lésung wurde 20 Minuten im Wasserbad bei 70°C gehalten, 
wihrend der andere weiter in der Kalte aufbewahrt wurde. Aus Abb. 12a 
ist ersichtlich, daB beide Extrakte kaum Verianderungen in ihrem Absorp- 
tionsverhalten zeigen, wenn gleiche Bedingungen bei der spekiroskopischen 
Analyse eingehalten werden. Die gleiche Feststellung lie? sich beim Ver- 
gleich von Extrakten (Punkt 4) mit warmer 0,5 bzw. 1 n HCIO, machen. 


2 Durch das freundliche Entgegenkommen des Direktors des Physikalischen 
Institutes der Universitat Miinster, Herrn Prof. Dr. Kappler, und die férdernde 
Unterstiitzung von Herrn Prof. Dr. van Calker wurden die Absorptionsmessun- 
gen erméglicht. Die Analysen wurden unter Anleitung bzw. gemeinsam mit Herrn 
Diplom-Physiker Lehmann durchgefiihrt. Den genannten Herren méchte ich an 
dieser Stelle herzlich danken. 
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Nachdem so die Anwendbarkeit der variierten Methode von O g ur und 
Rosen auf Blattmaterial erwiesen war, wurden Plastidenpraparate in 
gleicher Weise extrahiert. Wider Erwarten zeigten alle auf diese Weise 
gewonnenen Plastidenextrakte keine fiir NS typische Registrierkurven wie 
in der Abb. 11, obwohl aus dem ermittelten Phosphorgehalt (NS-P) der be- 
treffenden Extrakte auf erhebliche Mengen an NS geschlossen werden 
konnte. In Abb. 12b sind die Registrierkurven von zwei verschiedenen 
Plastidenextrakten (A und B) wiedergegeben, darunter zum Vergleich die 
unter gleichen Bedingungen aufgenommene Leerweriskurve (Abb. 12c). 


Broo 
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Abb. 11. Registrierkurve eines nach der Methode von Ogur und Rosen gewon- 


nenen NS-Extraktes. Obere Kurve: Extrakt; untere Kurve: Kiivette mit dest. 
Wasser. 


Da alle so gewonnenen Plastidenextrakte in keine m Falle eine typische 
NS-Absorption erkennen liefen, kénnte man hieraus iiberhaupt auf Ab- 
wesenheit von NS in den isolierten Plastiden schliefen. Bevor jedoch der- 
artige Folgerungen gemacht werden durften, muften simtliche Faktoren, 
die fiir diese unerwarteten Ergebnisse verantwortlich sein kénnten, iiber- 
priift werden. Naheliegend war die Annahme, daf die primar in den 
Chloroplasten vorhandenen NS im Laufe der Isolation ausgewaschen wer- 
den (Jagendorf und Wildman 1954). Um diese Méglichkeit experi- 
mentell zu iiberpriifen, wurde folgender Weg beschritten: Aus den Unter- 
suchungen von Larz (1942), Hanssen (1947) und Schmidt (1951a 
und b) geht hervor, da Alkaloide die Plastidenmembran verdichten kén- 
nen. Die Tatsache, daf mit Alkaloiden behandelte Zellen bei Belichtung 
vakuolisierte Plastiden erkennen lassen, wird so gedeutet, da die bei der 
Photosynthese gebildeten Assimilate nicht mehr durch die Plastidengrenz- 
membran durchtreten kénnen. Dadurch wird der osmotische Wert des 
Vakuoleninhaltes stark erhéht. In den Untersuchungen von Mudrack 
(1956) wurde gezeigt, daf sich Plastiden im Homogenat ahnlich verhalten. 


ae 
q 
= 
| 
7 
+ 
4 
\ 


i 


2600 2500 


2 feo 
Abb. 12. Registrierkurven. a 1n HCIO,-Ex- 
trakt aus Blattmaterial (18 Std. kalt und der 
gleiche Extrakt 20 Min. bei 70°C gehalten); 


b zwei Plastidenextrakte unterschiedlichen 
.. NS-P*-Gehaltes: c Kiivette mit dest. Wasser. 


2900 2800 


Unter der Voraussetzung, dak 
bei einer Alkaloidbehandlung 
eine Verfestigung der Plastiden- 
grenzschicht erreicht wird, d. h. 
die Permeabilitaét herabgesetzt 
wird, kénnte man durch Zusatz 
von Alkaloiden zum Homogenat 
eine Auswaschung von NS-Sub- 
stanzen verhindern. 


Von den zur Verfiigung 
stehenden Alkaloiden wurde 
aus spektroskopischen Griinden 
Atropin (Merck) benutzt. Es 
konnte gezeigt werden, daft ein 
Atropinzusatz von 1: 1000 zu 
einem Homogenat in 0,4 molarer 
Glucose in Leitungswasser zu 
keinerlei Absorptionsstérungen 
fiihrt, wenn aus zellkernhalti- 
gen Sedimenten in der iiblichen 
Weise NS-Extrakte hergestellt 
werden. Die Registrierkurven 
der mikrophotometrischen Aus- 
wertung glichen der in Abb. 11 
gezeigten. Mit anderen Worten: 
das zugesetzte Atropin wird bei 
dem angewandten Extraktions- 
verfahren nicht bis in die NS- 
Fraktion verschleppt, denn sonst 
wire Atropin durch seine cha- 
rakteristischen Absorptionsban- 
den nachweisbar. Somit schien 
die Verwendung von Atropin 
fiir die Klarung vorliegender 
Frage geeignet zu sein. — Es 
wurden mehrere Plastidenpra- 
parate aus Homogenaten mit 
Atropinzusatz 1:1000 bis 1:2000 
hergestellt und der NS-Extrak- 
tion unterzogen. Die Registrier- 
kurven unterschieden sich nicht 
von denen der iiblichen Plasti- 


denextrakte (vgl. Abb. 12b). Soweit sich also die Frage nach einer Aus- 
waschung von NS aus den Plastiden wahrend des Praparationsganges mit 
dieser Versuchsanstellung beantworten laBt, sprache dieses Ergebnis eben- 
falls gegen die Anwesenheit von NS in den Plastiden. 

Wichtig muBte aber auch eine kritische Uberpriifung der angewandten 
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NS-Extraktionsmethode selbst sein. Die Tatsache, da man mit ihr aus 
Blattmaterial Extrakte mit typischer NS-Absorption gewinnen kann, be- 
rechtigt noch nicht dazu, plastidischen NS ein gleiches Verhalten zuzuschrei- 
ben. Dieser AnalogieschluB, der bei Anwendung dieser Methode auf reine 
Plastidenfraktionen gemacht wird, ist anfechtbar, da die Plastiden gegen- 
iiber anderen Zellbestandteilen eine chemische Sonderstellung einnehmen. 
Besonders der Lipoidgehalt diirfte zu Komplikationen fiihren. 

In diesem Zusammenhang sind folgende Feststellungen wichtig: Die 
Extrakte A und B (s. 0.) zeigten ebenso wie alle anderen Plastidenextrakte 


Abb. 13. Plastidenextrakt (Ogur und Rosen) im Strahlengang der Xenonlampe 
(das Licht tritt von links in die Kiivette ein). 


im UV-Licht eine starke blaulichweiffe Fluoreszenz. In Abb. 13 ist der 
deutlich gegen die Kiivettenwandung abgesetzte Fluoreszenzkegel zu er- 


kennen. Die Extrakte erwiesen sich als zu konzentriert: sie muBten mehr- 
mals verdiinnt (1:4) werden, bevor sie in einem Baly-Rohr bei der Schicht- 
dickke d=0,5cm spektroskopiert wurden. Erst dann erfolgte auch eine 
Schwiarzung der Photoplatte im kiirzerwelligen UV-Bereich. Der Phosphor- 
gehalt in beiden Extrakten, der nach Ogur und Rosen als NS-P ange- 
sprochen werden miifte, betrug: 


Extrakt | ,,NS-P“ NS, bez. auf 8% NS-P-Gehalt 


A 19,3 7 2457 


Setzt man die angenommene Nucleinsdéure mit einem P-Gehalt von 8% 
in Rechnung, so waren die in der Tabelle angefiihrten Mengen an NS zu 
erwarten. Die gefundenen ..NS-P“-Mengen stehen zueinander im Verhiltnis 
1:2.5. Ware dieser Phosphor an NS gebunden, so kamen bei einer Ver- 
diinnung 1:4 (s. 0.) immerhin noch bzw. 107 NS auf 1 ml Lésung. 
Bei der hohen Empfindlichkeit des spektroskopischen NS-Nachweises wiir- 
den solche NS-Mengen in jedem Falle erfaBt werden. Den unterschiedlichen 
Mengen an .,NS-P“ entsprechen jedoch nur unwesentliche Differenzen in den 
Registrierkurven (Abb. 12b). Hieraus folgt, daf® die in den Extrakten 
festgestellten Phosphormengen nicht an NS gebunden sein kénnen, oder 


530 H. Kern 


allgemein ausgedriickt, ist in diesem Falle eine Bindung des Phosphors an 
Stoffe, die in dem Spektralbereich um 2600 A absorbieren, unwahrscheinlich. 

Gegen die Annahme, daff in den Extrakten A und B Stoffe enthalten 
sind, die die NS-Absorption iiberdecken, spricht folgende Uberlegung: Da 
fiir die Gewinnung der Extrakte unterschiedliche Mengen an Plastiden- 
material verwandt wurden, miifften solche Stoffe auch in unterschiedlichen 
Konzentrationen vorliegen und zu entsprechenden quantitativen Absorp- 
tionsdifferenzen in den beiden Extrakten fiihren. Weiter legte die — ge- 
messen an den gefundenen ,,NS-P“-Werten — geringe Absorption der Pla- 
stidenextrakte A und B die Vermutung nahe, daf die absorbierenden Bau- 
steine der NS — Purine und Pyrimidine — z. T. im Extraktionsriickstand 
zuriickgeblieben sind, wahrend der relativ hohe P-Gehalt in den Plastiden- 
extrakten Substanzen zuzuordnen wire, die im Spektralbereich von 
2900—2500 A nur wenig absorbieren. 

Um Anhaltspunkte hierfiir zu gewinnen, wurde der Extraktionsriick- 
stand mit konz. HCIO, hydrolysiert und das Hydrolysat papierchromato- 
graphisch (W y att 1951) untersucht. Ein von dem Papierchromatogramm 
angefertigtes Photoprint lief vier schwache ,,spots* erkennen. 

Die Ry-Werte (in den Klammern die Literaturwerte der entsprechenden 
Basen nach W y at t 1951) betrugen: 


0,27 (0,25) entsprechend Guanin 

0,36 (0,36) : Adenin 

0.56 (0,47) Cytosin 
0.70 (0,68) = Uracil 


Die fiir Adenin und Uracil gehaltenen Stellen auf dem Papierchromato- 
gramm wurden herausgesdchnitten, mit n/10 HCI eluiert und spektroskopiert. 
Die Spektren zeigten Ahnlichkeit mit dem Absorptionsverhalten der ent- 
sprechenden papierchromatographisch getrennten Basen von Test-RNS, 
welche mit konzentrierter HClO, hydrolysiert wurde. Wenn gezeigt werden 
konnte, da der in Plastidenextrakten enthaltene Phosphor nicht ohne 
weiteres NS zugeordnet werden darf, auf der anderen Seite mit der hier 
angewandien Extraktionsmethode Phosphoproteide nicht erfaft werden 
(vgl. Originalmethode nach Og ur und Rosen, s. o. Stufe 5), miiBte man 
im Hydrolysat des Extraktionsriickstandes (Stufe 4) der Plastiden weiteren 
Phosphor erwarten. Nachdem vorher die NS-Basenflecke ausgeschnitten 
waren, lief sich auf dem oben beschriebenen Papierchromatogramm mit 
dem Spriihreagenz nach Hanes und Isherwood (1949) in der Nahe 
der Lésungsmittelfront eine Phosphorzone feststellen. Auf Papierchromato- 
grammen von Test-NS konnte der abgespaltene NS-P in ahnlicher Position 
nachgewiesen werden. 

Die Zuordnung des im Extrakt bzw. im hydrolysierten Extraktions- 
riickstand gefundenen Phosphors zu bestimmten chemischen Verbindungen 
diirfte auf Grund der bisherigen Befunde sehr schwierig sein. Damit wird 
aber die Verlaflichkeit der Methode von Ogur und Rosen bei dieser 
speziellen Anwendung in Frage gestellt. Die Annahme, da Lipoide fiir 
diese schwer deutbaren Ergebnisse verantwortlich sind, erhielt durch mikro- 
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skopische Untersuchungen an den extrahierten Plastidenkérpern eine ge- 
wisse Berechtigung. Da diese kompakt bleiben, ist es denkbar, da unvoll- 
standig extrahierte Lipoide in den Plastiden vorhandene NS maskieren und 
somit die Extraktion erschweren bzw. die UV-Absorption stéren. Um An- 
halispunkte fiir noch vorhandene Lipoide zu erlangen, wurden verschiedene 
Farbungsmethoden angewandt. Mit Sudanschwarz und Sudan III (Ro- 
meis 1948) lie&en sich keine Anfarbungen erzielen. Wurden dagegen die 
Plastidenrestkérper in Rhodamin B (Strugger 1937a und b, 1949) 
suspendiert, so zeigten sie eine deutliche homogene Fiarbung und boten 
somit einen Hinweis fiir Lipoide. 

In mehreren Versuchen wurde die im Rahmen der Methode von Og ur 
und Rosen (Stufe 2, Seite 525) vorgeschriebene Lipoidextraktion variiert. 
Hierbei wurden Kombinationen mehrerer Lipoidlésungsmittel wie Aceton 
und Athanol (2:1) oder Chloroform und Methanol (4:1) unter verschie- 
denen Bedingungen (Zimmertemperatur, Kalte, Siedehitze, unterschiedliche 
Dauer) in den Arbeitsgang eingeschaltet. Die dann gewonnenen HCIO,- 
Extrakte lieBen aber in keinem Falle die typische NS-Absorption im UV- 
Licht erkennen. 

SchlieBlich wurde die von H olden (1952) variierte Methode von Ogur 
und Rosen iiberpriift. Der Unterschied zur Originalmethode besteht 
darin, daf vor der Lipoidextraktion durch Ather-Athanol mit 0,2 n HCIO, 
behandelt wird: hierdurch soll die Lipoidextraktion erleichitert werden. 
Aufferdem erfolgt die NS-Extraktion 18 Std. bei 37°C. Das Plastidenmaterial 
wurde in folgender Weise aufgearbeitet: 


1. Chlorophyllextraktion mit Aceton, 

2. zweimalige kalte Extraktion mit 0,2n HCIO, (méglichst rasch), 

3. Riickstand von 2. mit Ather-Athanol (1:3) drei Stunden bei Zimmertempe- 
ratur aufbewahrt und anschliefend zweimal mit dem gleichen Lésungsmittel je 
5 Minuten gekocht, 

4. Riickstand von 3. mit 1n HCIO, 18 Std. bei 37°C im Thermostaten und 

5. Riickstand von 4. 20 Minuten mit 1m HCIO, bei 70°C extrahiert. 


Die Extrakte von Punkt 4 und 5 wurden spektroskopisch gepriift. Beide 
zeigten eine unspezifische UV-Absorption; sie unterschieden sich nur quan- 
titativ, wobei der Extrakt 4 (Abb. 14) starker absorbierte. Um festzustellen, 
ob in diesen Extrakten tatsachlich NS vorlag, wurde eine papierchromati- 
sche Analyse durchgefiihrt: 


Die Extrakte 4 und 5 wurden vereinigt und im Vakuum von 10— Torr bei 
Zimmertemperatur eingeengt. Die Evakuierung erfolgte mit der Oldiffusionspumpe 
einer Gefriertrocknungsanlage (Leybold, Modell Gib). Die HCIO,-Konzentration 
der eingeengten, viskosen, leicht braunlichen Fliissigkeit betrug ca. 70%. Hierauf 
konnie aus dem Vergleich der Volumina der Ausgangslésung (10%ige HCIO,) und 
der eingeengten Lisung geschlossen werden. AnschlieBend wurde bei geschlossenem 
Gefa® eine Stunde im siedenden Wasserbad hydrolysiert. Das abgekiihlte Hydro- 
lysat wurde mit wenig Wasser verdiinnt, von der schwarzen Masse abzentrifugiert 
und dann tropfenweise mit 1n KOH bis zum pH-Wert 4 versetzt. Das ausgefallene 
KCIO, wurde abzentrifugiert. mit wenig 1n HCl nachgewaschen und die Wasch- 
fliissigkeit mit dem Hydrolysat vereinigt. Diese Lésung wurde dann i. V. bei 
Zimmertemperatur eingeengt. 
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Auf dem Photoprint des angefertigiten Papierchromatogramms liefen 
sich 3 spots“ feststellen mit folgenden R;-Werten (in Klammern die R,;- 
Werte von Wyatt 1951 und Marshak und Vogel! 1950): 

(0,25; 0,27) 
(0,36; 0,40) 
(0,47; 0,47) 


0.70 (0,68; 0,68) 

Bei dem Vergleich mit den R,-Werten der Literatur ist keine véllige 
Ubereinstimmung festzustellen. Abgesehen davon, daf schon die oben an- 
gegebenen Literaturwerte Schwan- 
kungen aufweisen, muff in diesem 
speziellen Falle folgendes beriick- 
sichtigt werden: Die Literaturan- 
gaben beziehen sich auf Nuclein- 
siuren, die meist in gereinigter 
Form vorliegen. Auferdem verwen- 
det man geniigend Ausgangsmen- 
gen fiir die Hydrolyse, so daf man 
von dem verdiinnten Hydrolysat 
nur sehr kleine Volumina fiir die 
papierchromatographischen Tren- 
nungen benétigt. Bei der hier be- 
schriebenen Analyse mufte jedoch 
wegen der von vornherein zu er- 
2500 wartenden geringen NS-Mengen das 
Abb. 14. Registrierkurven eines Plastic gesamte Hydrolysat fiir eine 
denextraktes (nach Holden), in zwei Trennung verwandt werden. Da- 
Filterstufen photometriert. bei kénnen aber Nebenprodukte 
der Hydrolyse sowie anorganische 
Salze die Wanderungsgeschwindigkeit der Basen beeinflussen. Bei Be- 
riicksichtigung dieser Faktoren kann mit einiger Sicherheit auf das 
Vorhandensein der NS-Basen Guanin, Adenin und Uracil geschlossen wer- 
den. Unklar liegen die Verhaltnisse bei den ,,spots“ im Bereiche des Cytosins. 
Es lieBe sich annehmen, Cytidylsdiure unvollstandig zu Cytidin hydro- 

lysiert wurde. Es kann aber auch 5-Methylcytosin vorliegen. 
Die entsprechenden R;-Werte der Literatur (Wyatt 1951) fiir diese 

Stoffe betragen: 


Cytosin 0.47 
3-Methyleytosin 0,55 
Cytidin 0.50 
Cytidylsaure 0.61 


Zur weiteren Klarung wurden die Absorptionsverhaltnisse der als Purine 
und Pyrimidine angesehenen Substanzen untersucht. Die mit Hilfe des 
Photoprints (Abb. 15) lokalisierten Flecke wurden aus dem Papierchromato- 
gramm ausgeschnitten, in schmale Streifen zerlegt und anschlieRend 18 Stun- 
den eluiert. Die Flecke 1 und 2 wurden mit 3mlin HCl und die Flecke 
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3a+b und 4 mit 5 ml 0,1 n HCl extrahiert. Von einem Leerchromatogramm 
wurden entsprechende Vergleichslésungen angefertigt. Fiir die UV-Messun- 
gen stand in diesem Fall ein Spektralphotometer zur Verfiigung. In Abb. 16 
sind die gegen Vergleichslésungen bei einer Schichtdicke von 0,5 cm ermit- 
telten Absorptionskurven wiedergegeben. Die Absorp- 
tionsmaxima liegen simtlich um 2600 A; eine villige 
Ubereinstimmung mit den in der Literatur angegebenen 
Maxima lief sich nicht in allen Fallen feststellen (vgl. 
Markham 1955). Da aus der Wanderungsgeschwin- 
digkeit der cytosinartigen Substanzen eventuell auch 
mit dem Vorkommen von 5-Methylcytosin zu rechnen 
war, diese Base bisher aber nur bei pflanzlicher DNS 
(Wyatt 1950) gefunden wurde, so kénnte man sie 
als Hinweis fiir DNS werten. Dann miifite aber auch 
Thymin auf dem Papierchromatogramm nachweisbar 
sein. Obwohl kein dem Thymin entsprechender .spot* 
auf dem Photoprint sichtbar war, wurde aus dem 
Papierchromatogramm eine Flaiche mit dem Ry-Wert 
0,77 ausgeschnitten und eluiert (5 ml 0,1n HCl). In 
diesem Extrakt lief sich jedoch keine Absorption bei 
2600 A feststellen, sondern nur ein unspezifisches Maxi- 
mum bei 2300 A. Aus diesen Befunden konnte somit 
auf eine Nucleinsiiure des RNS-Typs geschlossen werden. 


Bei den weiteren Untersuchungen wurde auf die 


Extraktion der NS verzichtet. In Anlehnung an die 
von Marshak und Vogel (1950, 1951) entwickelte 
Methode wurde das Plastidenmaterial mit konz. HCIO, 
hydrolysiert und die dabei abgespaltenen NS-Basen Abb. 15. Photo- 


print eines Pa- 
pierchromato- 
gramms mit dem 


papierchromatographisch getrennt. Vorher muften je- 
doch stérende Stoffe weitgehend entfernt werden, eine 
Notwendigkeit, die sich aus den Vorversuchen ergab, — [qydrolysat eines 
bei denen Plastidenpraparate nach der Methode von _ eingeengten Pla- 
Ogur und Rosen bis einschlieflich der Stufe 2 stidenextraktes 
des Arbeitsganges (Seite 525) extrahiert und dann mit Holden,  vegl. 
konz. HCIO, hydrolysiert wurden. Auf den Papier- Abb. 14). 
chromatogrammen traten insgesamt fiinf griinlich fluo- 

reszierende, z. T. langgezogene Flecke auf, die die zu erwartenden NS- 
Basen iiberdeckten. Die bei der Methode von Ogur und Rosen (1950) 
vorgesehene Lipoidextraktion geniigte offensichtlich nicht, um diese stéren- 
den Stoffe zu entfernen. Im Folgenden wurde daher das Plastidenmaterial 
aihnlich behandelt wie das lipoidreiche Mycobacterium tuberculosis in den 
Untersuchungen von Marshak und Vogel (1951). An Stelle des von 
diesen Autoren benutzten Benetzungsmittels .Tween* wurde Laurylalko- 
holpolyglykolather (Chemische Werke Hiils, Marl/Recklinghausen) ver- 
wandt. Die stark oberflachenaktive Wirkung dieses Stoffes lie® eine bessere 
Extraktion der Plastiden mit den jeweiligen Lésungsmitteln erhoffen. Nach 
mehreren Vorversuchen wurde das Plastidenmaterial wie folgt behandelt: 
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1. Die Plastiden wurden zweimal mit einer 1%igen Lésung von Laurylalkohol- 
polyglykolather in der Kalte gewaschen. 

2. AnschlieRend wurde mit Aceton-Athanol (1:1) nachgewaschen und im 
gleichen Lésungsmittel iiber Nacht im Kiihlschrank aufbewahrt. Dann wurden die 
Plastiden mit dem gleichen Lisungsmittel zweimal je eine Stunde am Riickfluf 


1 1 


A 4 2600 700 
Abb. 16. Absorptionskurven der Eluate des Papierchromatogramms entsprechend 
Abb. 15. Die Messungen erfolgten mit dem Spektralphotometer M 4 Q Zeiss. 


extrahiert. Zu diesem Zweck wurde auf das Zentrifugenglas ein langes Siederohr 
aufgesetzt und in einem Wasserbad erwarmt. 

3. Der Riickstand von 2. wurde zweimal mit 96%igem Athanol und einmal mit 
96%igem Athanol + 0,1% HClO, behandelt und schlieBlich mit Ather-Athanol 
(1:3) zweimal je 5 Minuten gekocht. Dann wurde der Extraktionsriickstand zwei- 
mal je 20 Minuten mit 7%iger Trichloressigséure bei 0°C unter. standigem Riihren 
extrahiert. Zur besseren Beneizung wurde diese Siure mit dem Laurylalkoholderi- 
vat versetzt (1.5 ml Trichloressigsiure + 0,1ml 1%ige wiafrige Lésung des Netz- 
mittels). Darauf wurde mit 96%igem Athanol und schlieBlich mit dem Ather- 
Athanol-Gemisch (1:3) nachgewaschen. 

4. Der im Vakuum getrocknete Riickstand wurde in bekannter Weise mit 
70%iger HCIO, hydrolysiert und papierchromatographisch analysiert. 
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Die Photoprints solcher chromatographischen Trennungen zeigten immer 
4 spots“, die in keinem Falle Hinweise fiir das Vorkommen von Thymin 
boten. Die fiir Guanin, Adenin und Uracil sprechenden Flecke wiesen nur 
geringe Abweichungen von den R,;-Werten in der Literatur auf. Lediglich 
bei der im Bereich des Cytosins liegenden Substanz waren Schwankungen 
der R;-Werte von 0,47 bis 0,56 festzustellen. Im Gegensatz zu den obigen 
Befunden trat hier immer nur ein spot auf. Die einzelnen Flecke wurden 
in bekannier Weise aus dem Papierchromatogramm ausgeschnitten und mit 
HCI eluiert. In Abb. 17 sind die Registrierstreifen der mit dem Spektro- 
graphen Qu 24 aufgenommenen Spektren der Eluate wiedergegeben. Mit 
Riicksicht auf den Schwarzungsgrad der Spektralplatten wurden die photo- 
metrischen Registrierungen in je zwei Filterstufen vorgenommen. Aus den 
Registrierkurven konnte unter den beschriebenen Voraussetzungen auf eine 
Absorption im kritischen Spektralbereich um 2600 A geschlossen werden. — 
In Ubereinstimmung mit den bisherigen Befunden wurde also auch an 
hydrolysierten Chloroplasten mit Hilfe der Papierchromatographie in Ver- 
bindung mit spektroskopischen Methoden das Vorkommen von RNS wahr- 
scheinlich gemacht. 


Besprechung der Ergebnisse 


Bei der Darstellung von Zellorganellen durch Differentialzentrifugation 
zum Zwecke einer chemischen Analyse muf man sich zwangslaufig mit cyto- 
logischen und biochemischen Gesichtspunkten auseinandersetzen. Dem hohen 
Wert und der Verlaflichkeit biochemischer Methoden steht bei ihrer An- 
wendung auf isolierte Zellorganellen ein groer Unsicherheitsfaktor beziig- 
lich des Reinheitsgrades und sekundiarer Veranderungen an den Zellorga- 
nellen entgegen. Cytologische Untersuchungen miissen die Basis bilden fiir 
solche biochemischen Analysen. Im Falle der Chloroplasten hat man immer- 
hin den Vorteil, daB sie den Isolationsproze2 soweit gut iiberstehen, dal 
man sie im Homogenat als solche identifizieren kann. Im allgemeinen ver- 
wendet man isotonische bzw. hypertonische Zuckerlésungen als Medium. 
Auf die mit der Verwendung wafriger Lésungen verbundenen Gefahren 
wurde 6fters aufmerksam gemacht. Es fehlt aber bislang an einem ge- 
eigneteren Medium. Die von McClendon und Blinks (1952) mit Erfolg 
bei der Isolation von Rhodoplasten mariner Rhodophyceen verwandten 
.Carbowax*-Praparate fiihren bei Chloroplasten héherer Landpflanzen zu 
unbefriedigenden Ergebnissen (McClendon 1954, Mudrack 1956). 
Gianzlich abzulehnen sind Isolationsversuche in hypotonischen Medien, in 
denen es zur Plasmoptyse der Plastiden kommt. Dabei frei werdende griine 
Partikeln werden oft unkritisch als .Grana“ bezeichnet (Literatur bei 
Weier und Stocking 1952a, Weier 1953), Aber auch dann, wenn man 
mit kompakt gebliebenen isolierten Chloroplasten arbeitet, sind immer noch 
zahlreiche Fehlerquellen zu beriicksichtigen (W eier 1953). Diese werden 
cdeutlich bei dem Vergleich enzymologischer Untersuchungen verschiedener 
Autoren an isolierten Plastiden (Weier und Stocking 1952, Metz- 
ner 1954). 

Widersprechende und abweichende Ergebnisse finden ihre Erklarung 
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Abb. 17. Papierchromatogramm eines Plastidenhydrolysates (Pause des Photo- 
prints) mit den Registrierkurven der eluierten .spots*. 
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durch Adsorption von Enzymen an die Plastiden bzw. durch Beimengungen 
andersartiger Fermenttrager. Auch bei Untersuchungen iiber den NS-Ge- 
halt isolierter Chloroplasten sind geniigend Anlasse zu Irrtiimern gegeben 
(McClendon 1952, Weier und Stocking 1952, Jagendorf und 
Wildman 1954). Angesichts dieser Schwierigkeiten sind .methodische 
Fortschritte heute weit willkommener als immer neue Versuche mit den 
alten Hilfsmitteln* (Metzner 1954). So konnte in den vorliegenden Unter- 
suchungen gezeigt werden, da man durch den Zusatz eines Adsorptions- 
mittels (Aktivkohle) zum Homogenat manchen Einwanden begegnen oder 
sie abschwachen kann. Bei der Beseitigung von Zellkernresten erwies sich 
der Kohlezusatz in Verbindung mit anschliefender Filterung als giinstig. 
Jagendorf und Wildman (1954) konnten ebenfalls durch mehr- 
fache Filterung (Papierfilter) Verluste an DNS in ahnlichen GréRenord- 
nungen feststellen. Gemessen aber an der hohen Einbufe stickstoffhal- 
tiger Substanzen (Eiweifkérper) in sedimentierbarer und geléster Form, 
iritt der Vorteil der Aktivkohlebehandlang deutlich hervor. In diesem Zu- 
sammenhang ware auch zu priifen, ob eine zweckmafRige Abwandlung der 
von Riley, Hesselbach, Fiala und Mitarbeitern (1949) ausgearbei- 
teten chromatographischen Methode fiir die Darstellung von Chloroplasten 
herangezogen werden kann. 

Wenn bei den Zentrifugationen auch das Prinzip von Wilbur und 
Anderson (1951) angewandt wurde. so kénnte man durch Verwendung 
von Medien gréBerer Dichie bei entsprechender Zentrifugationsgeschwindig- 
keit die Trennung von Zellbestandteilen noch weiter vorantreiben. Es sei 
auf die Untersuchungen von Jagendorf (1955) hingewiesen. Bei dem 
Versuch, Chloroplasten — besonders solche aus jungen Blattern — in reiner 
Form darzustellen, geht dieser Autor folgendermafen vor: Ein Homogenat 
aus Spinatblattern in gepufferter Saccharoselésung (1/15 molarer Phosphat- 
puffer, pH 7,4; 0,4 molare Saccharose) wird bei 1000 g zentrifugiert. Dieses 
Sediment, die sogenannte .crude particle“-Fraktion, wird mit dem gleichen 
Medium wieder aufgenommen und in bestimmten Anieilen mit konzenirierter 
Saccharoselésung und Glycerin vermischt. Bei Anwendung hoher Zentrifuga- 
tionsgeschwindigkeiten (40.000 UpM) steigen die Plastiden auf, wahrend 
cytoplasmatische Beimengungen sich als .bottom pellet“ niederschlagen. 
Durch Variation der Glycerinzugabe wird den jeweiligen Dichteunter- 
schieden der Chloroplasten junger und alter Blatter Rechnung getragen. 
Diese ..density technique* kann sicherlich die Abtrennung von Beimengun- 
gen erleichtern, jedoch gibt die starke Hypertonie des Mediums zu denken. 

Fiir den spektroskopischen Nachweis von NS in Plastiden scheint die in 
der beschriebenen Form angewandte Extraktionsmethode von O g ur und 
Rosen (1950) ungeeignet zu sein. Diese Methode mag ihre Giiltigkeit bei 
nichtplastidischen NS haben. M ar k ham (1955) macht darauf aufmerksam, 
daB aus pflanzlichem Material nach dieser Methode gewonnene HCIO,-Ex- 
trakte .may not only contain absorbing material derived from the nucleic 
acids“. Hierfiir sprechen auch eigene Befunde, wonach HCIO,-Extrakte 
— gleichgiiltig ob aus unreinen Sedimenten oder aus Plastidenpraparaten 
gewonnen — im UV-Licht immer Fluoreszenz erkennen lassen. Lésungen 
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von Test-NS dagegen zeigen diese Erscheinung nur in sehr geringem Mafee. 
Vermutlich sind hierfiir Plastideninhaltstoffe verantwortlich zu machen. 
Daf in den stark fluoreszierenden Extrakten aus Plastiden trotz unspezi- 
fischer UV-Absorption doch NS vorhanden sein kann, wurde gezeigt. Auf der 
anderen Seite ist aber auch mit der Méglichkeit zu rechnen, daf die anders- 
artige chemische Natur der Plastiden keine véllige Extraktion der NS zu- 
laRt. Fiir diese Annahme konnten Hinweise gewonnen werden. 

Diese Befunde gelten zunachst fiir die Verhaltnisse bei Plastiden von 
Endivienblattern. Ja gendorf und Wildman (1954) und Jagendorf 
(1955) machten bei ihren Untersuchungen an Tabakblattern ahnliche Fest- 
stellungen; in keinem Falle lie sich bei Plastidenextrakten eine klare NS- 
Absorption im UV-Licht nachweisen, sie ,showed only a shoulder at 
260m in the otherwise smooth ultraviolet absorption curve“. Mc Cle n- 
don (1952) macht keine Angaben iiber das Absorptionsverhalten von aus 
reinen Plastidenfraktionen gewonnenen Extrakten. Wenn aber quantitative 
NS-Bestimmungen unter der Annahme durchgefiihrt werden, da der ge- 
samte im NS-Extrakt (O g ur und R osen) vorhandene Phosphor und eine 
UV-Absorption bei 2600 A ohne Beriicksichtigung des Absorptionsverlaufes 
nur fiir NS zu sprechen haben, so ist ein solches Vorgehen nicht berechtigt. 
Andererseits ist der in NS-Extrakten aus Endivienplastiden festgestellte 
»NS-P*-Gehalt keineswegs extrem hoch, sondern er liegt in derselben 
GréRenordnung wie in der Literatur angegeben (Granick 1955). Durch 
Uberschlagrechnung belauft sich der ,.NS-P-Gehalt* auf 0,2 bis 0,3%, be- 
zogen auf das Trockengewicht der Plastiden. 

Erst dann, wenn es gelingt, in weiteren Untersuchungen eine NS-Ex- 
traktionsmethode zu entwickeln, die der chemischen Eigenart der Plastiden 
gerecht wird und einer spektroskopischen Kritik standhalt, sind quantita- 
tive Angaben iiber den NS-Gehalt der Plastiden angebracht. Die angefiihr- 
ten spektroskopischen Untersuchungen muften sich aus technischen Griinden 
nur auf die notwendigsten Messungen beschranken. Fiir die Entwicklung 
einer neuen Methode oder die Uberpriifung anderer bekannter Extraktions- 
methoden, z. B. die von Schmidt und Thannhauser (1945) oder 
Schneider (1945), sind Experimente auf breiterer Basis notwendig. Den 
bislang bekannten Untersuchungen an Plastiden liegen meistens Phosphor- 
bestimmungen zugrunde. Diese kénnen erst dann als Nachweis fiir vorhan- 
dene Nucleinséiuren angesprochen werden, wenn parallel dazu einwand- 
freie absorptionsspektroskopische Kontrollen durchgefiihrt werden. Die von 
Sisakjan und Cernjak (1952) angewandte lumineszenzoptische Me- 
thode, die von der Affinitat der NS zu Acridinorange ausgeht, kann besten- 
falls als indirekter NS-Nachweis gelten. 

In den vorliegenden Untersuchungen konnte durch Anwendung der 
Papierchromatographie in Verbindung mit der Absorptionsspektroskopie 
das Vorkommen von RNS in isolierten Chloroplasten wahrscheinlich ge- 
macht werden. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Befunden der 
Literatur (Sammelreferat von Granick 1955). Cytochemische Nachweise 
von DNS in Chloroplasten werden oft angezweifelt (Sisakjan und 
Cernjak 1952). Mit Recht macht auch McClendon (1953) darauf auf- 
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merksam, daft sich die in griinen Blattern enthaltene RNS gegeniiber Ex- 
traktionsmitteln teilweise ahnlich verhalt wie DNS (vgl. auch Holden 
1952). In Proplastiden fand Spiekermann (1957) durch Anwendung 
cytochemischer und fermentativer (Nucleasen) Methoden RNS und DNS. 
Vermutlich geht dem Differenzierungsprozef von den Proplastiden bis zu 
den fertigen Chloroplasten ein Verlust an DNS parallel. Ganz allgemein ist 
zu erwarten, daf junge, noch nicht voll ausdifferenzierte Plastiden einen 
héheren NS-Gehalt aufweisen. Fiir diese Annahme sprechen die verglei- 
chend biochemischen Untersuchungen von Sisakjan und Odjinzowa 
(1954, vgl. auch das Referat von Sisakjan 1956). Einer Isolierung junger 
Plastiden oder gar Proplastiden stehen experimentelle Schwierigkeiten ent- 
gegen. Diese sind durch die Labilitat dieser Formen bedingt und anderer- 
seits werden die geringe Gréfe und Dichte dieser Zellorganellen eine Ver- 
unreinigung der Fraktionen durch Chondriosomen und Sphiarosomen zur 
Folge haben. 

Es ware wichtig festzustellen, wieweit die UV-mikrophotometrische 
Methode von Caspersson (1940) fiir den NS-Nachweis in Chloroplasten 
in der Zelle geeignet ist. Daf Chloroplasten kurzwelliges Licht zu absor- 
bieren vermégen, ist bekannt (Menke 1940; Rabinowitch 1945; 
Frey-Wyssling und Mitarb. 1955). In eigenen Untersuchungen konnten 
diese Feststellungen an isolierten Einzelchloroplasten von Peperomia metal- 
lica (Lind. und Rod.) und Asplenium nidus (L.) mit Hilfe des Quarzspek- 
trographen Qu 24 (Zeiss) bestatigt werden. Die Tatsache aber, daft Chloro- 
plasten bei monochromatischer Bestrahlung im Absorptionsschwerpunkt der 
NS eine Absorption aufweisen (Menke 1940; Frey-Wyssling und 
Mitarb. 1955), ist noch kein Beweis fiir tatsachlich vorhandene Nucleinsauren. 
Erst dann, wenn man den Gesamtabsorptionsverlauf der U V-absorbierenden 
Substanzen in den Plastiden kennt, diirfte man auf NS schliefen. Hierbei 
mu& aber darauf hingewiesen werden, dai nach zahlreichen Untersuchungen 
(Metzner 1951, dort Literaturzusammensiellung) in den Chloroplasten 
— besonders in den Grana — Ascorbinséure angenommen wird. Diese hat 
aber eine ahnliche UV-Absorption wie Nucleinséuren (Mohler und Lohr 
1938). 


Zusammenfassung 


Zum Nachweis von Nucleinsauren (NS) in isolierten Chloroplasten wur- 
den die wahrend der Homogenisation und im Homogenat auftretenden 
stérenden Faktoren beriicksichtigt. Es wurde Wert auf einen optimalen Er- 
haltungszustand der Plastiden und vollstandige Entfernung NS-haltiger 
Zellbestandteile — besonders Zelikerne und Kernbruchstiicke — gelegt. Zur 
Vermeidung stérender Adsorptionen wurde das Homogenat mit einem Ad- 
sorptionsmittel (Aktivkohle) behandelt und dabei wurden fiir die Plastiden- 
isolierung giinstige Wirkungen erzielt: Es lie® sich mit biochemischen und 
cytochemischen Methoden eine Verschiebung des Verhaltnisses von Chloro- 
plasten zu Zellkernmaterial zugunsten der Chloroplasten, eine einheitlichere 
Sedimentation des Zellkernmaterials und eine Adsorption sedimentierbarer 
und geléster Eiweifkérper an die Kohle feststellen. 
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Die nach dem beschriebenen Verfahren isolierten Plastiden wurden nach 
der NS-Extraktionsmethode von Ogur und Rosen aufgearbeitet. Die 
Anwendung dieser Methode erwies sich aus spektroskopischen Griinden als 
unbefriedigend. Durch papierchromatographische und _ spektroskopische 
Untersuchungen wurden nach Hydrolyse mit konz. HCIO, Purine und Pyri- 
midine nachgewiesen, die das Vorkommen von RNS in den isolierten Chlo- 
roplasten von Cichorium endivia wahrscheinlich machen. 


Literatur 


Arnon, D. IL. 1949: Copper enzymes in isolated chloroplasts. Polyphenol oxidase 
in Beta bulgaris. Plant Physiol. 24, 1. 

Belozersky, A. N., 1936: Biochemija 1, 235 (russ. m. engl. Zusammenf.), zit. 
von H. Metzner 1952b. 

Bencze, B., 1949: Ein neuer Apparat zur Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 
Z. analyt. Chemie 129, 125. 

Berenblum, [., und E. Chain, 1938: An improved method for the colorimetric 
determination of phosphate. Biochem. J. 32, 295. 

Caspersson, T., 1940: Methods for the determination of the absorption spectra 
of ceil structures. J. Roy. Microsc. Soc. 60, 8. 

Chiba, Y., 1951: Cytochemical studies on chloroplasts. I. Cytologic demonstration 
of nucleic acids in chloroplasts. Cytologia (Tokyo) 16, 259; Ref. Ber. wiss. 
Biol. 81, 202 (1953). 

Chibnall, A. 1939: Protein metabolism in the plant. Yale University Press, 
New Haven. 

Dische, Z., 1930: Uber einige neue charakteristische Farbreaktionen der Thymo- 
nukleinsiure und eine Mikromethode zur Bestimmung derselben in tierischen 
Organen mit Hilfe dieser Reaktionen. Mikrochemie 8, 4. 

Di Stefano, H. S., 1952: Perchloric acid extraction of ribose nucleic acid from 
cytological preparations. Science 115, 316. 

Euler, H, von, und L. Hahn, 1948: Nukleinsaure-Gehalt griiner Blatter II. 
Arkiv Kemi, Mineral. Geol. 26 A, No. 11, 1. 

Fischer, R., 1930: Uber den Saponinnachweis in der Pflanze mit Blutgelatine. 
Sber. Akad. Wiss. Wien, math.-naturw. Kl. Abt. I, 139, 321. 

Frey-Wyssling, A. F. Ruch und X. Berger, 1955: Monotrope Plastiden- 
Metamorphose. Protoplasma 45, 97. 

Granick, S., 1938: Quantitative isolation of chloroplasts from higher plants. 
Amer. J. Bot. 25, 558. 

— 1950: The chloroplasts: their structure, composition, and development. In 
Photosynthesis in plants“, 2. Aufl. Franck, J. u. W. E. Loomis, lowa State 
College Press, Ames. Iowa. 

— 1955: Plastid structure, development and inheritance. Handbuch der Pflanzen- 
physiologie, Springer-Verlag. Berlin. Géttingen. Heidelberg, 1. 507. 

Hanes, C.S., und F. A. Isherwood, 1949: Separation of the phosphoric esters 
on the filter paper chromatogram. Nature 164, 1107. 

Hannssen. E., 1947: Untersuchungen iiber die Einwirkung von Alkaloiden und 
einigen Anaestheticis auf die Pflanzenzelle. Diss. Techn. Hochsch. Hannover 1947. 

Heilinger. F., 1954: Untersuchungen iiber die Desoxyribonukleinsdure bei 
Bakterien. Beitr. Biol. Pflanze (Laibach) 30, 179. 

Holden, M.. 1952: The fractionation and enzymatic breakdown of some phos- 
phorus compounds in leaf tissue. Biochem. J. 51, 453. 


‘ 

4 
: 
4 
4 

¢ 


Uber das Vorkommen von Nucleinsiauren in isolierten Chloroplasten 541 


Huiskamp, W., 1901: Uber die Eiweifkérper der Thymusdriise. Z. Physiol. 
Chem. 32, 145. 

Jagendorf, A. T., und S. G. Wildman, 1954: The proteins of green leaves. 
II. Centrifugal fractionation of tobacco leaf homogenates und some properties 
of isolated chloroplasts. Plant Physiol. 29, 270. 

Jagendorf, A. T., 1955: Purification of chloroplasts by a density technique. 
Plant Physiol. 30, 138. 

Kern, H., 1956: Uber das Vorkommen von Nucleinséuren in isolierten Chloro- 
plasten. Diss. Miinster. 

Larz, H., 1942: Beitrige zur Pathologie der Chloroplasten. Flora 135, 319. 

Leyon, H., 1954: The structure of chloroplasts. VI. The origin of the chloro- 
plast laminae. Exper. Cell Res. 7, 609. 

Markham, R., 1955: Nucleic acids, their components and related compounds. 
In K. Paech u. M.V. Tracey: Moderne Methoden der Pflanzenanalyse, 
Bd. 4, 246, Springer-Verlag, Berlin, Géttingen, Heidelberg. 

Marshak, A., und H. J. Vogel, 1950: Quantitative micro-analysis of nucleic 
acid, purine and pyrimidines without prior isolation of the nucleic acids. Fed. 
Proc. 9, 85.. 

— 1951: Microdetermination of purines and pyrimidines in biological materials. 
J. biol. Chem. (Am.) 189, 597. 

McClendon, J. H., 1952: The intracellular localisation of enzymes in tobacco 
leaves. I. Identification of components of the homogenate. Amer. J. Bot. 39, 275. 

— 1953: II. Cytochrome oxidase, catalase, und polphenol oxidase. Amer. J. Bot. 
40, 260. 

— 1954: The physical environment of chloroplasts as related to their morpho- 
logy and activity in vitro. Plant. Physiol. 29, 448. 

— und L. R. Blinks, 1952: Use of high molecular weight solutes in the study 
of isolated intracellular structures. Nature 170, 577. 

Mejbaum, W., 1939: Uber die Bestimmung kleiner Pentosemengen insbesondere 
in Derivaten der Adenylséure. Z. physiol. Chemie 258, 117. 

Menke, W., 1938: Untersuchungen der einzelnen Zellorgane in Spinatblattern auf 
Grund priparativ-chemischer Methodik. Z. Bot. 32, 273. 

—— 1939: Untersuchungen iiber das Protoplasma griiner Pflanzenzellen. I. Isolierung 
von Chloroplasten aus Spinatbliattern. Z. physiol. Chemie 257, 45. 

— 1940: Die Lamellarstruktur der Chloroplasten im ultravioletten Licht, Naturw. 
28, 158. 

Metzner, H., 1951: Die Reduktion wafriger Silbernitratlésungen durch Chloro- 
plasten und andere Zellbestandteile. Protoplasma 41, 129. 

— 1952a: Uber den Nachweis von Nucleinsaéuren in den Chloroplasten héherer 
Pflanzen. Naturw. 39, 64. 

— 1952b: Cytochemische Untersuchungen iiber das Vorkommen von Nucleinsduren 
in Chloroplasten. Biol. Zbl. 71, 257. 

— 1954: Enzymologie der Plastiden. Z. Bot. 42, 473. 

Mirsky, A. E., und A. W. Pollister, 1946: Chromosin, a desoxyribose nucleo- 
protein complex of the cell nucleus. J. Gen. Physiol. (Am.) 30, 117. 

Mohler, H., und H. Lohr, 1938: Spektren von l-Ascorbinséure, Oxytetronsaure, 
Reduktinséiure und a-Crotonsaéure. Helv. Chim. Acta 2/, 485. 

Mudrack, K., 1956: Experimentelle Untersuchungen an isolierten Chloroplasten. 
Protoplasma 46, 556. ; 

Miihlethaler, K., 1955: Untersuchungen iiber die Struktur und Entwicklung 

der Proplastiden. Protoplasma 45, 264. 


} 
{ 
q 
i 
} 
» 


542 H. Kern 


Ogur, M., and G. Rosen, 1950: The nucleic acids of plant tissues. I. The ex- 
traction and estimation of desoxypentose nucleic acid and pentose nucleic 
acid. Arch. Biochem. 25, 262. 

Ohlmeyer, P., 1949: Experimentelle Bindung von Eiweifkérpern an Zellkerne 
und Nucleinsduren. Z. Naturforsch. 4b, 263. 

Rabinowitch, E., 1945: Photosynthesis and related processes. Interscience 
Publishers, Inc. New York. 

Riley, V. T., M. L. Hesselbach, S. Fiala, M. W. Woods, and D. Burd, 
1949: Application of chromatography to the separation of subcellular, enzy- 
matically active granules. Science 109, 361. , 

Romeis, B., 1948: Mikroskopische Technik. Miinchen, 15. Aufl. 

Schmidt, G., und S. J. Thannhauser, 1945: A method for the determination 
of desoxyribonucleic acid, ribonucleic acid, phosphoproteins in animal tissues. 
J. biol. Chem. (Am.) 161, 83. 

Schmidt, H. H., 1951a: Studien zur experimentellen Pathologie der Chloro- 
plasten. I. Untersuchungen iiber die Vakuolenbildung der Chloroplasten durch 
Alkaloide und Anaesthetica. Protoplasma 40, 209. 

— 1951b: Studien zur experimentellen Pathologie der Chloroplasten. II. Unter- 
suchungen iiber die Streifen- und Napfchenbildung der Chloroplasten. Proto- 
plasma 40, 507. 

Schneider, W. C., 1945: Phosphorus compounds in animal tissues. I. Extraction 
and estimation of desoxypentose nucleic acid and of pentose nucleic acid. J. 
biol. Chem. (Am.) 161, 293. 

Schwarz, F., 1887: Die morphologische und chemische Zusammensetzung des 
Protoplasmas. Cohns Beitrage zur Biologie der Pflanzen 5, H. 1. 

Sisakjan, N. M. (haufig auch Sissakjan), 1956: Chemische Eigenschaften und 
biochemische Funktionen der Plastiden (Tagungsbericht). Z. angew. Chemie 68, 
195. 

— und M. S. Cernjak, 1952: Uber die Nucleinséiuren der Plastiden. Dokl. Akad. 
Nauk. SSSR, N. S. 87, 469. 

— und M. S. Odjinzowa, 1954: Uber die Verainderungen der Plastiden-RNS 
im Entwicklungsgang eines Organismus. Dokl. Akad. Nauk. SSSR, N. S. 97, 119. 

Spiekermann, R., 1957: Cytochemische Untersuchungen zum Nachweis von 
Nucleinsaéuren in Proplastiden. Protoplasma 48, 303. 

Strugger, S., 1937a: Die Vitalfiirbung der Chloroplasten von Helodea mit Rho- 
daminen. Flora 131, 113. . 

1937 b: Weitere Untersuchungen iiber die Vitalfarbung der Plastiden mit Rhoda- 
minen. Flora 131, 324. 

— 1949: Praktikum der Zell- und Gewebephysiologie der Pflanze. Springer-Verlag, 
Berlin. 

1950: Uber den Bau der Proplastiden und Chloroplasten. Naturw. 37, 166. 
1951: Die Strukturordnung in Chloroplasten. Ber. disch. Bot. Ges. 64, 69. 
1953a: Die historische Entwicklung und der gegenwartige Stand der Zellen- 
theorie des Lebens. Ges. z. Férderung d. westf. Landesuniversitat, Heft 29, Ver- 
lag Aschendorff, Miinster. 

1953 b: Uber die Struktur der Proplastiden. Ber. dtsch. bot. Ges. 46, 439. 

1954: Die Proplastiden in den jungen Blattern von Agapanthus umbellatus 
L’Herit. Protoplasma 43, 120. 

und E. S. Perner, 1956: Beobachtungen zur Frage der ontogenetischen Ent- 
wicklung des somatischen Chloroplasten. Protoplasma 46, 711. 

Waygood, E. R.. und K. A. Clendenning, 1950: Intracellular localization 
and distribution of carbonic anhydrase in plants. Science 113, 177. 


a. 

cae 4 

ae 

44 

4 

igs 

q 

q "a 

4 

j 

q 

q 


Uber das Vorkommen von Nucleinsiauren in isolierten Chloroplasten 543 


Weier, T. E., 1953: The cytology of leaf homogenates. Protoplasma 42, 260. 

—und C. R. Stocking, 1952a: The chloroplast: structure, inheritance, and 
enzymology. Bot. Rev. 18, 14. 

— — 1952b: A cytological analysis of leaf homogenates. I. Nuclear contamination 
and disorganized chloroplasts. Amer. J. Bot. 39, 720. 

Wilbur, K. M. und N. G. Anderson, 1951: Studies on isolated cell compo- 
nents. I. Nuclear isolation by differential centrifugation. Exper. Cell. Res. 2, 47. 

Wyatt, G. R. 1950: Occurance of 5-methyl-cytosin in nucleic acids, Nature 166, 
237. 

— 1951: The purine and pyrimidine composition of deoxypentose nucleic acids. 
Biochem. J. 48, 584. 


q 
| 

\ 


Plasmolysestudien an Laubmoosen 


I. Erscheinungen des Plasmolyseverzuges 
Von 


Erna Steinlesberger 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien 
Mit 14 Textabbildungen 


(Eingegangen am 2. Juni 1958) 


. Einleitung 
. Material und Methodik 
. Das Plasmolyseverhalten in der Gattung Plagiothecium 
. Das Plasmolyseverhalien weiterer Laubmoose 
. Besprechung der Versuchsergebnisse 
Zusammenfassung 
Literatur 


1. Einleitung 


Bei Limpricht (1904) findet sich als Unterscheidungsmerkmal einzel- 
ner Laubmoosgattungen eine merkwiirdige Angabe. So wird die Gattung 
Brachythecium — ,,mit Primordialschlauch* von der Gattung Eurhynchium 
— ,ohne Primordialschlauch* unterschieden. Fiir die Hypnaceen gilt eben- 
falls als charakteristisches Merkmal — ,,meist ohne Primordialschlauch*. 
Haufiger als Gattungen werden auf diese Weise einzelne Arien unter- 
schieden. 

Es sollten also einzelne Gattungen und Arten der pleurokarpen Moose 
einen Primordialschlauch besitzen, andere nicht. Diese Angabe, die uns heute 
naiv anmutet und nichts weniger aussagen will, als daff es Zellen mit und 
ohne Plasma gibt, muff wohl darauf zuriickgehen, daf schon die alten 
Physiologen Unterschiede im Plasmolyseverhalten dieser Moose festgestellt 
haben. 

Da® die Pflanzenzellen nicht alle gleich gut plasmolysierbar sind, konnte 
bereits N 4 ge] i (1855) beobachten. Er findet schon neben normal plasmoly- 
sierenden Zellen solche, die in Rohrzuckerlésung iiberhaupt nicht plasmoly- 
sierbar sind oder nur eine Einstiilpung der Membran zeigen. Als Er- 
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klarung fiihrt er fiir den ersten Fall eine sehr dichte Zellfliissigkeit, fiir den 
zweiten Fall eine sehr starke Adhiasion des Primordialschlauches an die 
Membran an. 

StraBburger (1901), der Plasmolyseversuche am Laubmoos Mnium 
affine durchfiihrt, betrachtet als Ursache fiir den etwas verzégerten Plas- 
molyseverlauf ebenfalls die Adhision als den dafiir mafgeblichen Faktor. 
und hilt diese fiir eine Folge der zahlreichen, von ihm zwischen den ein- 
zelnen Zellen beobachteten Plasmaverbindungen. Nach K oh 1897 finden 
sich solche Plasmodesmen bei den meisten Laub- und Lebermoosen. Aus- 
schlaggebend fiir diese Annahme Stra®burgers ist seine Beobachitung, 
da die zweite Plasmolyse gegeniiber der ersten auffallig beschleunigt ist. 

Die Ursache fiir die Unplasmolysierbarkeit der Zellen sehr junger Blatt- 
chen sieht Stra&burger in einem mangelnden Zellsaftraum, ein Faktor, der, 
wie Untersuchungen an Cyanophyceen (Brand 1903, Schmid 1923. 
Pernauer 1958) zeigen, auch an ausgewachsenen Zellen Ursache von 
Unplasmolysierbarkeit sein kann. 

Brilliant (1927) deckt einen weiteren Gesichtspunkt als Ursache fiir die 
Schwerplasmolysierbarkeit der Laubmoose auf, den Zellwandwiderstand. 
Er kann an den Zellen der Laubmoose Mnium und Catharinea bei Einlegen 
von Bliattern derselben in hypertone Zuckerlésungen beobachten, die 
Abhebung der Protoplasten stets nur an den der Blattbasis zugewendeten 
Zellwainden erfolgt. Er schlieRt daraus, das Plasmolytikum nur von 
der Blattbasis her einzudringen vermag. Auferdem stellt er fest, daf® bei 
Einlegen der Blattchen in stark hypertone Rohrzuckerlésungen an Sielle 
einer Plasmolyse eine Eindellung der Aufenwande erfolgt, ahnlich wie 
cine solche auch bei Wasserentzug durch erhéhte Lufttrockenheit eintritt. 

Diese Erscheinungen, die Brilliant auf eine Impermeabilitat beziehungs- 
weise Schwerdurchlissigkeit der Zellwainde fiir das grofmolekulare Plas- 
molytikum zuriickfiihrt, wurden in der Folge allenthalben aufer an ver- 
schiedenen Moosarten auch an anderen pflanzlichen Objekten beobachtet: 
u.a. von F renzl (1929) an Haaren von Bliitenpflanzen, von J os t (1929) an 
Chara, von F 6rster (1932) an der Alge Rhizoclonium, von Renner (1953) 
und Hiirtel (1940) an Hymenophyllaceen. Vor allem aber erwiesen sich die 
Laubmoose geradezu als klassisches Beispiel fiir schwerdurdchlissige Zellen, 
wie dies, nach Brilliant (1927) und Brauner (1929), aus Untersuchungen 
von Huber und H6fler (1930, Kressin (1935) Mender (1938) hervor- 
geht und in jiingster Zeit von Bie b1| (1954) in seinen Versuchen mit Mnium- 
Arten sehr klar veranschaulicht wurde. 

Huber und H6fler (1930) haben bei ihren Studien iiber die Wasser- 
permeabilitat fiir eine Anzahl von Objekten aus den verschiedenen Pflan- 
zengruppen Art und Tempo des Plasmolyseeintrittes untersucht. Sie konn- 
ten feststellen, daB fiir die Mehrzahl der von ihnen untersuchten Objekte, 
mit Ausnahme der Laubmoose, der Widerstand des Plasmas gegen den 
Wasserdurchtritt, die Wasserpermeabilitaét des Protoplasten enischeidender 
war als der Permeationswiderstand der Zellwand, bei den Laubmoosen 
dagegen der Diffusionswiderstand der Membran das Entscheidende war. In 
Traubenzucker trat die Plasmolyse weitaus langsamer ein als in KCl. 
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Viel weniger Einflu8 iibten die Adhision und die Viskositat, der Wider- 
stand des Plasmas gegen Formveranderungen aus. 

Buhmann (1935) hat an verschiedenen pflanzlichen Objekten, unter 
anderem auch an Hookeria lucens, kritische Messungen des osmotischen 
Wertes durchgefiihrt. Sie findet, daB der plasmolytische Grenzwert bei der 
ersten Plasmolyse héher liegt als bei Deplasmolyse, beziehungsweise der 
osmotische Meftwert bei der zweiten Plasmolyse tiefer liegt als bei der ersten 
Plasmolyse, und greift bei der Deutung ihrer Beobachtungen auf Stra R- 
burger zuriick. Sie betrachtet allgemein als Ursache dieses verzégerten 
Plasmolyseeintrittes einen iiberaus starken ..Haftdruck* des Plasmas an die 
Wand. 

Daf auch die Chromatophoren infolge ihrer Steifheit, beziehungsweise 
starken Raumerfiillung den Plasmolyseverlauf hemmen kénnen, zeigen 
Untersuchungen von Weber (1929), Eibl (1939), Krebs (1951) und 
Abel (1956). 

Neben diesen in der Literatur als Ursache fiir Un- beziehungsweise 
Schwerplasmolysierbarkeit ausgesprochenen Befunden liegen noch eine 
groBe Zahl weiterer Annahmen fiir ,,vitale Unplasmolysierbarkeit* (W e- 
ber 1929) vor. Fluri (1909) beobachtet eine reversible Unplasmolysier- 
barkeit durch den EinfluB des Al-Ions, was er auf einen Verlust der Semi- 
permeabilitat zuriickfiihrt. Sciizs (1913) sieht die Ursache in einer Er- 
starrung des gesamten Protoplasten, Weber (1924) in einer Verfestigung 
der zum Teil in der Zellwand verankerten protoplasmatischen Grenzschich- 
ten und in dem dadurch bedingten verstiirktem Haften des Protoplasten 
an der Zellmembran. 

Diese Ausfiihrungen mégen geniigen. um die Mannigfaltigkeit der iiber 
vitale Unplasmolysierbarkeit vorliegenden Befunde aufzuzeigen, wobei hier 
vor allem die relative Unplasmolysierbarkeit* (Weber 1929) verstanden 
sei, wenn Plasmolyse nicht unter allen Umstanden unterbleibt, sondern 
unter entsprechenden Bedingungen doch noch eintritt. Es sei nur noch 
auf einen in jiingster Zeit von Hof meister (1956) gefundenen Fall von 
absoluter Unplasmolysierbarkeit hingewiesen, dessen Ursache, wie an den 
Pollenkérnern verschiedener Pflanzen gezeigt wird, auf dem Fehlen einer 
differenzierten Grenzschicht des Plasmas beruht. — 

Fragen wir nun, was bei den Laubmoosen primaire Ursache der Nicht- 
beziehungsweise Schwerplasmolysierbarkeit ist, so kommen wir zusammen- 
fassend auf etwa fiinf Faktoren, die die Grundfrage zellwand- oder 
plasmabedingte Schwerplasmolysierbarkeit einschlieBen. Es sind dies: 

1. Der Diffusionswiderstand der Zellwand fiir die plasmolytischen 
Reagenzien — Zellwandwiderstand. 

2. Das Haftvermégen des Plasmas an die Zellwand — Adhiasion. 

3. Der Permeationswiderstand des Plasmas gegen den Wasserdurchtritt 
—- Wasserpermeabilitat. 

4. Der Widerstand des Plasmas gegen Formverinderungen. 

5. Ein mangelnder Zellsaftraum, beziehungsweise die Raumerfiillung 
durch Plasma und Plastiden. 


Den Anteil dieser Faktoren kennenzulernen, ist eine Hauptaufgabe der 
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folgenden Untersuchung, die auf zahlreiche Laubmoosarten auszudehnen 
war. Weiter ergab sich als Arbeitsziel, das aus der Gesamtwirkung der auf- 
gezahlten Faktoren resultierende Plasmolyseverhalten an verschiedenen 
Arten vergleichend zu kennzeichnen. Ich hatte daher aus auszuwahlenden 
Gattungen vornehmlich solche Arten zu priifen, die durch ihre Standorts- 
anspriiche schon als Hygro-, Meso- und Xerophyten gekennzeichnet sind und 
dementsprechend korrespondierend morphologische Unterschiede der Zell- 
wanddicke und des Blatizellnetzes aufweisen. Aus der allgemeinen bryologi- 
schen Literatur (Herzog 1929, Lorch 1923) ist ja bekannt, wie sehr bei 
den Moosen das Verhialtnis von morphologischer Ausbildung und dkologi- 
schem Anspruch festgelegt ist. 


2. Material und Methode 


Ein Teil des untersuchten Moosmaterials stammt aus dem nordwest- 
lichen Wienerwald (Rekawinkel, Riederberg, Aggsbachklause, ...) einem 
Gebiet, das hinsichtlich seiner Moosékologie und -soziologie jiingst von 
Haybach (1956) untersucht worden ist. 

Einen Teil sammelte ich in der naheren Umgebung des Sonntagberges 
(westliches Niederésterreich, Alpenvorland), einen nach den Bodenverhiilt- 
nissen, gleichfalls Flyschuntergrund, dem Wienerwald recht ahnlichen Gebiet. 
In dieser Gegend liegt auch ein bisher noch unbekannt gewesener Fundort 
der Hookeria lucens, eines unserer prachtigsten Laubmoose, das bis zur 
Zeit in Niederésterreich einzig aus dem Wienerwald bekannt war. Es wuchs 
dort in einem geschiitzten Waldgraben, wo es von F iirst entdeckt und, 
nachdem der Bestand im Trockenjahr 1947 fast ganz zugrunde gegangen 
war, von Héfler 1955 in einzelnen Resten wiedergefunden worden war. 

Manches guie Versuchsmaterial hatte ich auf Exkursionen des Instituts, 
im Gebiet von Hiittschlag, Grofarltal (dstliche Niedere Tauern, kristallin. 
Gestein) um die Preintalerhiitie, Sonntagskarsee, Rissachsee (Radstitier 
Tauern) und in der Umgebung des Pordoi-Passes (Siidtiroler Dolomiten) 
gesammelt. 

Fiir einige Sumpf- und Wassermoose danke ich Herrn Assistent Doktor 
Walter Url, der mir dieselben freundlicherweise von seinen Algenexkur- 
sionen aus Moosbrunn (nordéstliche Wienerbecken), dem Torfmoor von 
Tamsweg und aus dem Waldviertel (Karlstift) mitbrachte. Fiir einige Moose 
aus Pichl bei Mondsee schulde ich Herrn Dr. Wolfgang A b e 1 Dank, der zur 
selben Zeit iiber die Austrocknungsresistenz der Laubmoose arbeitete. 

Weitere Moose sammelte ich in den Hundsheimer Bergen und im Leitha- 
gebirge. 

Die Versuche wurden groftenteils an standortfrischem Material, zum Teil 
an kultiviertem durchgefiihrt. Die Kultur erfolgte in Glasdosen vor ost- 
gelegenen Fenstern des Instituts, wobei sie vormittags durch vorgestellie 
Papierbogen vor starker Sonnenbestrahlung geschiitzt wurden. 

Zur Untersuchung wurden volumnormale Lésungen von Traubenzucker, 
Glycerin, Harnstoff, in einigen Fallen Erythrit, in Abstufungen von 0,1 moi 
verwendet. Die Versuche in diesen Plasmolyticis. die sich durch verschiedene 
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Molekulargréfe unterscheiden, sollten nach Huber und Héfler (1930) 
zunachst Aufschlufk geben, ob die vorliegende schwere Plasmolysierbarkeii 
auf eine Impermeabilitat der Membran fiir das Plasmolytikum zuriickgeht 
oder ob auch die Wasserpermeabilitat begrenzend wirki. Aus der Beob- 
achtung von Plasmolyseform und -ort wurde dann, im Sinne Webers 
(1929), getrachtet, AufschluB iiber die Viskositat des Plasmas, beziehungs- 
weise der iuferen Plasmagrenzschichten und des Festhaftens von Plasma 
und Membran zu erhalten. Die Beobachtungen wurden dabei vorwiegend 
in Traubenzucker und Glycerin vorgenommen, der bei Plasmolyse in rascher 
permeierenden Lésungen, wie zum Beispiel Harnstoff, infolge der Riick- 
dehnung immer eine vorzeitige Rundung stattfindet. 

Stufenversuche (Hi fler 1918, Héfler und Url 1957) sollten helfen, 
den Anteil des .nicht lésenden Raumes*, das heiBt vom Plasma und Ein- 
schliissen, gegeniiber dem Zellsaft abzuschitzen. 

Zu den Versuchen wurden die Moosstammchen in Abschniite zerschnitten 
und die Teilstimmchen in mehreren Konzentrationsstufen untersucht. Stets 
wurden einige der Blattchen an den Teilstimmchen angeschnitten. Wird 
derart der Diffusionswiderstand ausgeschaltet, so wird es méglich, die Laub- 
moosblattchen zur Plasmolyse zu bringen (H6Ofler 1930. Mender 1938, 
Biebl 1954, Reuter 1956). 


3. Das Plasmolyseverhalten in der Gattung Plagiothecium 


Die Gattung Plagiothecium wurde gewahlt, weil die Blatter der mei- 
sten Arten fiir plasmolytische Versuche gut geeignet sind. Marklund 
(1936) hat an Plagiothecium denticulatum sogar die erste Permeabilitits- 
reihe festlegen kénnen. Es ist hier eine Gegeniiberstellung von leicht- und 
schwerplasmolysierbaren Arten in ein und derselben Gattung méglich. Nach 
Herzog (1926) ist die Gattung Plagiothecium, als die gréBte der Familie 
der Plagiotheciaceae, am starksten in den nérdlich kiihl gemafigten, 
eurr siatisch-nordamerikanischen Waldgebieten entfaltet: sie vereinigt nach 
Haybach (1956) ausgesprochen humusbewohnende Arten. 

Wenden wir uns zunachst den Plagiothecien mit weitmaschigem Zell- 
netz zu. 

Plagiothecium neglectum Moenkem. — Bildet ausgedehnie, braunlich- 
griine Decken auf feuchtem, schattigem Boden im Buchen-Fichtenwald und 
wurde am Sonntagberg und Rekawinkel gesammelt. 

Ein Stammchen dieses Mooses, in 1,0 mol Traubenzucker gebracht, zeigi 
in den Sprofbasisblattern und den mittleren Sprofblittern nach 5 Min. 
deutliche Abhebung des Protoplasten von den Langswanden, wahrend der- 
selbe an den Querwanden haften bleibt und auf diese Weise spindelférmige 
Gestalt annimmt. Allmahlich kommt es dann zur Loslésung von den Quer- 
wanden und zwar stets zuerst im apikalen Teil der Blattchen. Nach 20 Min. 
weist der Grofteil der Blattchen zweiseitig abgehobene Protoplasten auf 
(Abb. 1). In den Sprofspitzenblattern wird die spindelférmige Plasmolyse 
3—4 Stunden beibehalien. Erst dann kommt es auch hier zur Abhebung von 
den Querwianden. 
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Diese spindelférmige Plasmolyseform, wie sie Kressin (1935) auch an 
Fontinalis-Blattern beobachtete, ist fiir alle Plagiothecien charakteristisch. 
Die Zeitdauer bis zur Abhebung des Plasmas von den Querwanden ist fiir 
die einzelnen Arten in den verschiedenen Plasmolyticis unterschiedlich, Sie 
sinkt mit abnehmendem Molekularvolumen der Lésungsteilchen, wie die 
Zeit bis zum Eintritt der spindelférmigen Plasmolyse. 

Demnach tritt in 1,0 mol Glycerin schon nach 30 Min. in den Sprofbasis- 
und mittleren Sprofblattern spindelférmige Plasmolyse auf. die nach 


Abb. 1. Plagiothecium neglectum, 20 Min. in 1,0 mol Traubenzucker. Zweiseitig kon- 
vexe Plasmolysen in allen Zellen eines Blattchens. 


2 Min., angefangen in den Blattspitzenzellen, flach konvexe Formen anzu- 
nehmen beginnt und nach 15 Min. 90% der Zellen erfaBt hat. Stets bleiben 
dabei die Protoplastenenden durch einen sich allmahlich verdiinnenden 
Plasmastrang mit der Querwand in Verbindung. In den Zellpolen sind 
negative Plasmolyseorte im Sinne Webers ausgebildet. In den Sprof- 
spitzenblattern beginnt die Loslésung des Plasmas von den Querwiinden 
erst nach 30 Min. Auch hier bleibt der Protoplast durch einen Plasmastrang 
. mit der Querwand in Verbindung. 

Bei diesem Moos wurde auch der Plasmolyseeintritt in 1,0 mol Erythrit 
beobachtet. Er liegt zeitlich zwischen dem von Traubenzucker und Glycerin. 
3 Min. nach dem Einlegen in den Alkohol zeigen basale und mittlere Sprof- 
blatter langsseitig abgehobene Protoplasten. Die Sprofspitzenblatter sind 
noch unplasmolysiert. Nach 8 Min. kommt es in den basalen Blattchen im 
apikalen Teil vereinzelt zur Abhebung des Plasmas von den Querwinden, 
wihrend die mittleren Stammbliatter noch an spindelférmigen Plasmolysen 
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festhalten und die Sprofspitzenblatter erst beginnende Abhebung zeigen. 
Nach 20 Min. sind in den Zellen der basalen Sprofblatter beinahe alle 
Protoplasten von den Querwinden abgehoben, wihrend die mittleren 
Stammblitter in ihrem Spitzenteil beginnende Abhebung von den Quer- 
wiinden zeigen. In den obersten Sproftblattchen aindert sich die langsseitige 
Abhebung erst nach 1% Stunden in der Weise, daf sich der Protoplast an 
einer Stelle durchschniirt und die beiden Teilprotoplasten an den Quer- 
wanden haften bleiben. 

1,0 mol Harnstoff ruft sofortige spindelférmige Plasmaabhebung hervor, 
die sehr rasch in eine zweiseitig konvexe Form iibergeht, in den basalen 
Blattchen innerhalb von 3 Min. Bei den mittleren Stammblattchen braucht 
es 12 Min., bis die in den Blattspitzenzellen beginnende spindelférmige 
Plasmolyse im ganzen Blattchen in eine Endform mit kugelkonvexen 
Minisken iibergeht. In den obersten Sprofblattchen wird in 1,0 mol Harn- 
stoff stets nur spindelférmige Plasmolyse erreicht, die nach einiger Zeit 
wieder zuriickgeht. Wahrscheinlich permeiert der MHarnsioff friiher 
durch das Plasma in die Vakuole, als sich dieses von den Querwanden 
loslést. 

Salze wie KCl bewirken in alten und mittleren Blattchen stets sofortige 
Abhebung von den Querwianden, bis auf die Sprofspitzenblatter, die zum 
Teil eine geringe Verzégerung zeigen. Nur in hochkonzentrierten Lésungen 
kommt es hier zur Ausbildung spindelférmiger Plasmolyseformen. 

Die Tendenz des Plasmas zu konkaven Plasmolyseformen in stark hyper- 
tonischen Elektrolytlésungen wurde bereits 1901 von StraBburger fiir 
Mnium-Blattdien beschrieben und von Weber (1927) allgemein fiir pflanz- 
liche Zellen zusammenfassend dargesiellt. In diesen Fallen handelt es sich 
um Plasmolyseformen, die durch die stark wasserentziehende Wirkung des 
Plasmolytikums zustande kommen und die iiber die Eigenschaften des 
Plasmas selbst nur mehr sehr wenig aussagen. Die negativen Plasmolyseorie 
an den Zellpolen bei Plasmolyse mit Anelektrolyten sind wohl ahnlich zu 
erklaren. Primar bewirkt durch ein von vornherein gegebenes starkeres 
Haftvermégen, fiihrt dasselbe, gesteigert durch den starken Wasserentzug 
bei iibermafiger Hypertonie des Lésungsmittels, dazu, da® mit ansteigender 
Konzentration des Plasmolytikums die Spindelform immer langer beibe- 
halten wird und es nur mehr sehr schwer zu einer konvexen Plasmolyse- 
form kommt. Bei nur geringer Hypertonie des Plasmolytikums hingegen 
unterbleibt in den alteren Stammblattchen die spindelférmige Plasmolyse 
und die Abhebung des Plasmas erfolgt zuerst von den Querwianden. Nicht 
so in den miitleren und jungen Moosbliattchen. Es scheint also das Haft- 
vermégen des Plasmas an den Querwainden mit dem Alter der Zellen ab- 
zunehmen: andererseits nimmt wohl der Diffusionswiderstand der Zellmem- 
bran ab, da in alten Blattchen stets friiher Plasmolyse erfolgt als in den 
mittleren und jungen Blattchen. 

Ahnliche Unterschiede in der Beschaffenheit des Plasmas und der Zell- 
wand, wie sie zwischen den basalen, mittleren und obersten Blattchen einer 
Moospflanze zu beobachien sind, treten noch viel deutlicher zwischen den 
Zellenalterund junger Zuwachssprosse hervor. 
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10 mol Traubenzucker: 
Alter SproR: 


4 Min.: Abhebung von den Liangs- 
wianden, spindelférmige Plasmolyse. 

10 Min.: Basale Sprofblitter: Blatt- 
spitzenzellen beginnende Abhebung 
von den Querwianden, 

12 Min.: Laminazellen: Abhebung von 
den Querwanden. 


25 Min.: Basale Blattchen mit sehr 
schén zweiseitig konvexen Proto- 
plasten. 

1 Std.: Mittlere Sprofbliatter: Der 
Groftteil der Zellen mit von den 
Querwinden abgehobenen Proto- 
plasten. 


2 Std.: Oberste Sprofblatter: Spindel- 
formig plasmolysiert. 

3 Std.: Oberste Sprofblitter: Spindel- 
formig plasmolysiert. 


Alter SproB: 


1 Min.: Basisblattchen und _ mittlere 
SproRblattchen: Abhebung des Pro- 
toplasten von den Langswanden. 
Blattspitzenzellen der Basisblattchen 
mit von den Querwianden abge- 
hobenen Protoplasten. 

5 Min.: 


12 Min.: Basisblattchen zweiseitig kon- 
vex plasmolysiert. 
15 Min.: 


25 Min.: Mittlere Stammblitter: Be- 
ginnende zweiseitige Plasmolyse mit 
Plasmastraingen zu den Querwanden. 

1% Std.: Vereinzelt noch spindelférmig 
plasmolysierte Zellen. — Oberste 


Stammblattchen: Ganz schwache Ab- 
hebung von den Querwinden. 
2% Std.: 
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Hiezu ein Auszug aus dem Versuchsprotokoll: 


In 10 mol Glycerin ergab sich folgendes Verhalten: 


27. April 1955 
Junger ZuwachssproB: 


Keine Plasmolyse. 


Parenchymatische Basiszellen der ba- 
salen Blattchen stark konkav plas- 
molysiert. 


Basalblattchen: Konkave Plasmolyse in 
den Blattspitzenzellen und einem GroB- 
teil der Laminazellen. 


Oberste Sprofblattchen: konkav plas- 
molysiert. 

2% Std.: Blattchen des mittleren und 
oberen Stammieiles zum Teil konvex 
plasmolysiert. 


Junger ZuwachssproB: 


Keine Plasmolyse. 


Abhebung von den Langswinden, spin- 
delférmige Protoplasten mit zahlreichen 
Plasmafiaden zur Membran. 

Dasselbe. 


Basale Blattchen: Blattspitzenzellen be- 
ginnende Abhebung von den Quer- 
wanden mit feinen Plasmafaden zur 
Membran. 

Die Plasmolyse hat 50% der Zellen der 
Basisblattchen erfaBt. 


Mittlere Stammblattchen: Durchwegs 
mit von den Querwinden abgehobenen 
Protoplasten. 


Auch die obersten Sprofblattchen Ab- 
hebung von den Querwanden. 
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Gleicher Versuch in 1.0 mol Harnstoff hat folgenden Verlauf: 


Alter SproR: 


1 Min.: Abhebung von den Lings- 
wanden. 

3 Min.: Basisblattchen zweiseitig kon- 
vex plasmolysiert. 


5 Min.: Mittlere Blattchen: Beginnende 
Abhebung in den Zellen der Blatt- 
spitze. 

9 Min.: Die Plasmolyse setzt sich in 
den Zellen gegen die Blattbasis zu 
fort. Zuniichst einseitige Plasmolysen, 
die aber bald in zweiseitige iiber- 
gehen. 

12 Min.: Auch die prosenchymatischen 
Laminazellen plasmolysiert. 

15 Min.: Alle Zellen plasmolysiert. 


1 Std.: Sehr stark vorgeschrittene 
Deplasmolyse. Blattspitzenzellen voll- 
stindig deplasmolysiert. 

1% Std.: Basiszellen nur mehr ganz 
wenig abgehoben. 


Junger ZuwachssproR: 


Abhebung von den Lingswinden. 


Breite Basiszellen der Blattchen stark 
konkavy plasmolysiert. Alle  iibrigen 
Zellen spindelférmig. 

Dasselbe. 


In den basalen Blattchen zum Teil be- 
ginnende Abhebung von den Quer- 
winden mit starken Fadenziehen der 
Protoplasten (vgl. Abb. 2). 


Dasselbe. 


Mittlere Blattchen: Vereinzelt Zellen 
mit von den Querwiinden abgehobenen 
Protoplasten. 

11/1 Std.: Basale und mittlere Blattchen: 
Sehr schén zweiseitig konvex plasmoly- 
siert. 

2 Std.: In den obersten SproBblitichen 
teilweise von den Querwiinden abge- 


hobene Protoplasten. 


Ergebnis: An beiden Sprofen wird das Tempo des Plasmolyseeintritts durch den 
Zellwandwiderstand bestimmt, bei alten Sprossen auch der Plasmolyseverlauf. An 
den jungen Sprossen fallt auf, da®B die Plasmolyse gleich schnell in den ver- 
glichenen Plasmolyticis Traubenzucker, Glycerin und Harnstoff fortschreitet. Der 
erste Eintritt ist aber eindeutig durch den Diffusionswiderstand der Membran be- 
dingt. 

Plagiothecium silvaticum Br. eur. — Wiachst an besonders schattigen, 
feuchten Stellen am Fue von Buchen beziehungsweise Fichten. Normales 
Material verhali sich ahnlich wie P. neglectum. Doch lieB sich bei dieser 
Art eine Anderung der Eigenschaften nicht nur mit dem Alter, sondern 
auch mit dem Wechsel der AuBenbedingungen feststellen. 

Frisches, gesundes Friihsommermaterial zeigt bei Einlegen in 1,0 mol 
Traubenzucker nach 5 Min. langsseitige Abhebung des Protoplasten, der 
nach 20 Min. beginnend in der Blattspitze der Basalblattchen eine Ab- 
hebung von den Querwinden folgt. In den mittleren und oberen Sprof- 
blattern mit einer nach 8—10 Min. eintretenden spindelférmigen Plasmolyse 
kommt es erst nach einigen Stunden (2—2%) zur konvexen Endform. In 
den SproBendblattchen wird nur Spindelform erzielt. 

Recht verschieden davon verhielten sich Blattchen von Stémmchen eines 
durch 4 Monate im Institut relativ feucht gehaltenen Moosrasen. In 1,0 mol 
Traubenzucker eingelegt, plasmolysieren die Basisblatichen sofort zweiseitig 
konvex. die Blattchen des oberen Stammteiles zunichst spindelférmig. 
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Innerhalb von 30 Min. weisen jedoch, bis auf die vier obersten Stammblatt- 
chen mit Spindelform, alle Blattchen zweiseitige Plasmolysen auf (Abb. 3). 

Dem stehen die Resultate von Versuchen gegeniiber, die an einem an- 
fangs April 1956 auf trockenem, gefrorenem Boden gesammelten Moosrasen 
gewonnen wurden. Stammchen davon, in 1,0 mol Traubenzucker gebracht. 
zeigen in ihren Blattchen selbst nach 1% Stunden nur langsseitig abgehobene 
Protoplasten, dann erst folgt vereinzelt in den 
Zellen der Basisblittchen eine Loslésung des 
Protoplasten von den Querwinden. Diese Abhe- 
bung geht sehr langsam vor sich und erst am 
niichsten Tag sind 90% der Blattchen zweiseitig 
plasmolysiert. 

In Glycerin und Harnstoff ergaben sich eben- 
falls dem Material entsprechende Uniterschiede. 
Das frische Friihsommermaterial zeigt in 1.0 mol 
Glycerin in den Basisblittchen nach 2 Min. langs- 
seitige Abhebung des Protoplasten: die obersten 
Sprokblittchen erst nach 12 Min. Diese Spindel- 
form wandelt sich in den Basisblittchen innerhalb 
von 30 Min. in eine zweiseitig flach konvexe 
Form, in den Blittchen der oberen Sprofhilfte 
innerhalb von 1% Stunden. Stimmehen des kul- 
tivierten Materials sind innerhalb von 20 Min. 
von der Basis bis zur Spitze zweiseitig konvex 
plasmolysiert. Bei dem Friihjahrsmaterial hinge- 
gen geht die nach 12 Min. beginnende Liingsabhe- 
bung nur in den basalen Blattchen nach 114 Stun- 
den in einzelnen Zellen in eine zweiseitige End- 
form iiber. In den iibrigen Blattchen wird die 
Spindelform bis zur eintretenden Deplasmolyse Abb. 2. Plagiothecium 
beibehalten. neglectum. Basisblattchen 
eines Zuwachssprosses, 
9 Min. in 1,.0mol Harn- 


Harnstoff wurde zu den Versuchen in Konzen- 
trationen von 12 mol verwendet. da in niede- stoff. Spindelférmige 
ren Konzentrationen der Konzentrationsausgleich pjasmolvse mit zahl- 
zwischen Zellsaft und Plasmolytikum infolge der reichen Plasmafaden an 
Harnstoffpermeation des Protoplasten so rasch er- die Membran. 
folgt. eine Plasmaabhebung unterbleibt. Ins- 
besonders ist dies in den Blattchen der oberen Sprofhalfte der Fall. Bie b1 
(1955) stellt ein ahnliches Verhalten in Formamid fiir die in Rohrzucker nur 
schwer, beziehungsweise kaum plasmolysierbaren Blattchen von Mnium 
punctatum und Mnium serratum fest. Dadurch werden die Plasmolyse- 
eintrittszeiten in Harnstoff mit denen von Traubenzucker und Glycerin 
zwar nicht direkt vergleichbar, der Versuch laBt aber deutlich den rascheren 
Plasmolyseverlauf in Harnstoff erkennen. 2 Min. nach dem Einlegen der 
Blatter in das Plasmolytikum weisen alle spindelférmige Plasmolyse auf, 
die nach 5 Min. in den Sprofbasisblatiern in eine zweiseitige iibergeht. Nach 
12 Min. sind die Protoplasten der Zellen der mittleren Stammblatter von 
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den Querwinden abgehoben, vereinzelt auch die der Sprofspitzenblattchen. 
Die Zellen letzterer plasmolysieren vielfach in der Art, daf sich Teilproto- 
plasten bilden, die an den Querwinden haften bleiben und mit einem in 
der Zellmitte gelegenen Plasmastrang in Verbindung stehen. 

Blattchen des feucht kultivierten Materials sind innerhalb von 10 Min. 
zweiseitig konvex plasmolysiert, sowohl die basalen wie die Sprospitzen- 
blatter. Nur die drei obersten Blatitchen zeigen konkave Abhebung. Die 
Blatter des Friihjahrsmaterials beginnen in 1,2 mol Harnstoff alle nach 
8 Min. spindelférmig zu plasmolysieren. Dieser langsseitigen Abhebung 
folgt nach 45 Min. in den basalen Blattchen eine Abhebung von den Quer- 


Abb. 3. Plagiothecium silvaticum, 30 Min. in 1.0mol Traubenzucker. Zweiseitig 
konvex abgehobene Protoplasten in allen Blattzellen. 


wanden. In den Blattern des oberen Stammteiles wird die Spindelform bis 
auf die Basiszellen einzelner Blatter, mit Abhebung von den Querwanden, 
bis zur Deplasmolyse beibehalten. Die Deplasmolysezeit betragt in 1,2 mol 
Harnstoff 1% Stunden. 

Plagiothecium platyphyllum Moenkem. — Das von einem iiberrieselten 
Felsen in der Gegend der Preintalerhiitte, zum Teil am Mondsee gesammelte 
Moos reagierte gleich gut wie die beiden vorhergehenden Arten. Die Unter- 
schiede in den Zellwand- und Plasmaeigenschaften sind gering. 

Blatichen eines Stammchens, in 1,0 mol Traubenzucker gebracht, zeigen 
stets Plasmolysebeginn in den Basiszellen (nach ca. 2 Min.) beziehungsweise 
in den Nachbarzellen vor dem Versuch schon toter Zellen. Die Plasmolyse- 
form der Sprofbasisbliatter ist dabei flach konvex, teilweise einseitig mit 
positivem Plasmolyseort der Blatibasis zu. Die mittleren und obersten 
Sprofblattchen plasmolysieren mit konkaven Einbuchtungen von den 
Langswanden her, wobei es vielfach zur Durchschniirung der Protoplasten 
kommi und zur Bildung von Teilprotoplasten, die durch Plasmafiden mit- 
einander in Verbindung stehen (Abb. 4). Nach 17 Min. erfolgt Plasmolyse- 
eintritt in der Blattspitze und in den iibrigen Laminazellen. Hauptzutritts- 
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pforte fiir das Plasmolytikum sind also die Blattbasis und verletzte Stellen 
im Blattchen, wie der Plasmolysebeginn zeigt, Orte, an denen die Aufen- 
wand sozusagen nicht intakt ist. 

Die Tatsache, daf das Plasmolytikum zuerst an den Orten héherer 
Membrandurdhlissigkeit an den Protoplasten herantritt, ist altbekannt und 
bisher an zahlreichen pflanzlichen Objekten beobachtet worden (u. a. von 
Brillant, Kressin, Weber, Héfler, Moder, Hirtel). Diese 
dichtere Beschaffenheit der AuRenwande zeigt sich besonders deutlich bei 


Abb. 4. Plagiothecium platyphyllum, 1 Stunde in 1,0 mol Traubenzucker. Konkav 
abgehcbene Protoplasten mit Plasmabriicken an die Zellenden. 


Anschneiden der Blatter. Eine Methode, die schon Hifler 1930, spater 
Mender 1938 und Bieb| 1954 bei ihren Versuchen anwandten. Es lat 
sich dann gleichmafige Plasmolyse in allen Teilen der Blattchen feststellen. 

Fiir das kleinmolekularere Glycerin bietet die Aufenwand der Zellen 
keinen gréReren Widerstand als die Seitenwande, so daf 3 Min. nach dem 
Einlegen von Blattern in 1,0 mol Glycerin gleichmafig im ganzen Blatt 
Plasmolyse eintritt, deren Form in den Basis- und Laminazellen zunachst 
konkav ist, in den Blattspitzenzellen flach konvex. Nach 1%—2 Stunden 
findet man durchweg flach konvex abgerundete Protoplasten. 

In 1,0 mol Harnstoff erfolgt der Plasmolyseeintritt nicht schneller als in 
Glycerin und ebenfalls gleichmafig im ganzen Blatt. Zunachst konkav von 
Langs- und Querwianden, erst spiter erfolgt Abrundung, wobei die Proto- 
plastenenden durch Faden mit den Querwanden in Verbindung bleiben. 


Plagiothecium denticulatum Br. eur. — Wurde auf rohem Waldhumus 
im Leithagebirge und in feuchten Kuhtritten bei der Preinialerhiitte ge- 
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sammelt. Es ist dies die Art, die schon Marklund (1936) bei seinen 
Permeabilitatsversuchen verwendet hat. Sie erwies sich auch hier unter den 
Plagiotheciaceen mit lockerem Zellnetz als am besten plasmolysierbar. Ich 
will bei der Darstellung meines Permeabilitatsversuche auf diese Art noch 
ausfiihrlich zuriickkommen. 

Von einem Stammchen, das 58 Blattchen umfaft. sind bei Einlegen in 
1,0 mol Traubenzucker nach knapp 2 Min. 44 der Blatichen sehr schén zwei- 
seitig konvex plasmolysiert, nur die obersten 14 Sprofblattchen zeigen in 
ihren Zellen spindelférmig abgehobene Protoplasten. Nach 3 Min. kommt 
es auch in diesen Blattchen zur Abhebung des Plasmas von den Quer- 
wanden, so da nach 5 Min. alle 58 Blatichen zweiseitig konvex plasmoly- 
siert sind. 

In 1.0 mol Glycerin ist das bereits nach 3 Min. der Fall und in 1.0 mol 
Harnstoff erfolgt in allen Blattchen rasche Abhebung des Protoplasten von 
den Querwinden. 


Als Vertreter der Arten mit engem Zellnetz wurden untersucht: 

Plagiothecium undulatum Br. eur. — Eines der prachtvollsten Moose. 
Bei uns zu Lande als schéner Vertreter westlicher ozeanischer Laubmoose 
in den Fichtenwaldern der Gebirge. 

In 1.0 mol Traubenzucker eingebrachte Blattchen zeigen nach 4 Min. kon- 
kaven Plasmolyseeintritt in den breiten Basiszellen. Nach 6 Min. folgen 
die prosenchymatischen Rand- und Spitzenzellen mit einer Abhebung des 
Protoplasten von den Langswinden, innerhalb von 20 Min. auch die iib- 
rigen Laminazellen. Erst nach 23 Min. erfolgt in den schmalen prosenchy- 
matischen Zellen (Abb. 5) eine schwache Abhebung von den Querwianden. 
Die Blattbasiszellen sind konkav plasmolysiert. 

In 1.0 mol Glycerin konkav-konvexe Abhebung in den Basiszellen und 
Plasmolysebeginn in den breiteren Spitzenzellen schon nach 2 Min. Inner- 
halb von 15 Min. sind die Laminazellen langsseitig abgehoben und nach 
20 Min. auch von den Querwinden. Nach 1 Stunde zeigen fast alle Zellen 
konvexe Endplasmolyse. In den Blattbasiszellen finden sich vielfach Teil- 
protoplasten, ebenso in den langen prosenchymatischen Laminazellen. 

In 1,0 mol Harnstoff beginnt die Plasmaabhebung nach 2 Min. in den 
Blattbasiszellen, die Form ist konkav mit Plasmastrangen nach den Quer- 
winden. Nach 6 Min. ist in einem Grofteil der Laminazellen Abhebung des 
Plasmas von den Querwinden erfolgit. Nach 10 Min. weisen die Sprof- 
spitzenblatter konvexen Plasmolysebeginn in den Basiszellen auf (Teil- 
protoplastenbildung). Nach 30 Min. sind alle Blatter konvex plasmolysiert. 

In den Astblattern ist die Folge umgekehrt. Dieselben zeigen nach 
{ Min. beginnende Plasmolyse in den Zellen des obersten Blattdrittels, nach 
3 Min. auch im mittleren Blatteil. Das unterste Blattdrittel mit den breiten 
Basiszellen zeigt erst nach 3 Min. beginnende konkave Abhebung. 


Plagiothecium Roeseanum Br. eur. — Bildet ausgedehnie, leichtzerfal- 
lende Decken auf lockerem, trockenem Substrat an Waldwegbéschungen 
und -hangen am Sonntagberg und dem westl. Wienerwald. 

Frisches Friihsommermaterial, in 1.0 mol Traubenzucker eingebracht, zeigt 
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nach 20 Min. in den Basiszellen der basalen Blattchen konkave Abhebung 
der Protoplasten. Nach 25 Min. folgen die Blattspitzen- und die Lamina- 
zellen mit einer Loslésung von den Querwanden. In gleicher Weise werden 
nun die Blatter weiter sproRaufwarts von der Plasmolyse erfaft. so da 
nach 2% Stunden alle Blattchen des Stéammchens plasmolysiert sind. 

In 1,0 mol Glycerin beginnt die Plasmaabhebung bedeutend rascher. 
10 Min. nach dem Einlegen zeigen die unteren Zellen der Basisblatter zum 
Teil auch die mittleren Sprofblatter Abhebung des Plasmas von den Quer- 


Abb. 5. Plagiothecium undulatum, 30 Min. in 1,0 mol Traubenzucker. Abhebung der 
Protoplasten in den schmalen, prosenchymatischen Laminazellen. 


winden, nach 23 Min. auch Spitzen- und Laminazellen und vereinzelt 
Basiszellen der Sprofspitzenblatter. Nach 1% Stunden weisen alle Blatter 
90%ige Plasmolyse auf. 

In 1,0 mol Harnstoff sind bereits nach 2 Min. die Basisblatter zweiseitig 
plasmolysiert und nach 3 Min. erfolgt im basalen Teil der Sprofspitzen- 
blatter Abhebung des Plasmas von den Querwianden. Innerhalb von 5 Min. 
sind alle Blattchen plasmolysiert. 

Versuche am Herbstmaterial ergaben keine wesentlichen Unterschiede. 
Vollig andere Ergebnisse lieferten die Versuche an trockenem Sommer- 
material. In 1,0 mol Traubenzucker beginnen nach 30 Min. die parenchy- 
matischen Basiszellen der Basalblatter zu plasmolysieren. Nach 1% Stunden 
hat die Plasmolyse einzelne Zellen der Lamina erfaft. Nach ca. 3 Stunden 
ist dieselbe vollstandig plasmolysiert, die obere SproBhalfte ist noch unplas- 
molysiert. 

In 1.0 mol Glycerin kommt es ebenfalls nur zur Abhebung des Plasmas 


Af 
— 


558 Erna Steinlesberger 


in den parenchymatischen Basiszellen basaler Blatichen, in allen iibrigen 
Blattchen unterbleibt eine solche. 

In Harnstoff erfolgt erst in 2,0 mol, 12 Min. nach dem Einlegen, Ab- 
hebung von den Querwanden. In 1,5 mol kommt es nur im basalen Teil der 
Blattchen zu einer schwachen Abhebung von den Langswinden, die nach 
15 Min. bereits wieder verschwunden ist. In 1,0 mol Harnstoff tritt iiber- 
haupt keine Plasmolyse ein. 


Plagiothecium succulentum Lindb. — Bildet zusammen mit Polia 
nutans, nach Haybach (1956), eine charakteristische Gesellschaft der 
Baumnischen (Buchen) des westlichen Wienerwaldes. Es erwies sich als die 
am schwersten plasmolysierbare Plagiothecium-Art. 

An in 1,0 mol Traubenzucker eingelegten Stammchen laft sich erst nach 
2—2% Stunden in den breiteren Basiszellen alterer Blattchen Plasmolyse 
feststellen. GréRtenteils Bildung von an den Querwinden haftenden Teil- 
protoplasten, die durch Plasmafiaden verbunden sind. Nur die etwas brei- 
teren Blatispitzenzellen zeigen vereinzelt auch von den Querwianden ab- 
geléste Protoplasten. Die schmalen Zellen des mittleren Blattabschnittes 
zeigen nach ca. 3 Stunden fast nur spindelférmige Plasmolysen, ebenso die 
Blattchen des obersten Sprofabschnittes. 

In 1,0 mol Glycerin erfolgt Plasmolyseeintritt in den Zellen alterer Blatt- 
chen nicht viel friiher als in Traubenzucker (nach ca. 2 Stunden). In den 
schmalen Laminazellen herrscht spindelférmige Plasmolyse vor. Ebenfalls 
spindelférmige Protoplasten zeigen vereinzelte Zellen der jiingeren Sprok- 
blatter, die sich in dieser Konzentration gréRtenteils als unplasmolysierbar 
erwiesen. 

Ein ganz anderes Verhalten zeigt sich in Harnstoff, wo die Blatter alterer 
braunlicher Sprosse 3 Min. nach dem Einlegen konvex abgerundete Teil- 
protoplasten aufweisen. Jiingere. stark griine Blatter zeigen nach 
6 Min. nur ganz schwach von den Langswanden abgehobene Protoplasten, 
die noch, bevor Abrundung eintritt, zuriickgeht. 


Fassen wir die an den einzelnen Species gewonnenen Versuchsresultate 
zusammen: Innerhalb der Gattung Plagiothecium sind Arten von bester 
Plasmolysierbarkeit, Beispiel P. denticulatum, bis zu Schwer- beziehungs- 
weise Unplasmolysierbarkeit, P. succulentum, festzustellen. Primare Ur- 
sache fiir letztere ist eine geringe Durchlassigkeit beziehungsweise Im- 
permeabilitat der Membran der Moosblattchen, die bei einer Art nur den 
Durchtritt des grofmolekularen Traubenzuckers hemmen kann, Beispiel 
P. platyphyllum, an einer anderen Art aber so dicht beschaffen erscheint, 
da selbst der Durchtritt des kleinmolekularen Harnstoffes verzégert wird, 
P. succulentum. 

Beim Vergleich der Arten sind gleichalte Moosblattchen zu verwenden. 
Auch da erweist sich die Beschaffenheit der Zellwande als fiir die Art spe- 
zifisch. P. denticulatum zeigt Zellwande von fast gleich guter Durdhlassig- 
keit fiir die verschieden grofmolekularen Plasmolytica. Bei P. neglectum, 
P. siloaticum und fast allen iibrigen Plagiothecium-Arten erfolgt hingegen 
die Geschwindigkeit des Stoffdurchtrittes genau entsprechend der Grofe 
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des Molekularvolumens der Lésungsteilchen. Eine Ausnahme bildet P. platy- 
phyllum, bei dem nur die Aufenwande fiir Traubenzucker schwerer per- 
meabel sind, wahrend die Seitenwinde fiir denselben ebenso leicht durch- 
laissig sind wie fiir Glycerin und Harnstoff. Ahnliches hat zuerst Biebl 
(1954) bei Mnium-Arten beobachtet; wir kommen darauf zuriick, 

An P. undulatum, P. Roeseanum und P. succulentum konnten Unter- 
schiede in der Zellwandbeschaffenheit auch innerhalb ein und desselben 
Blattchens beobachtet werden. Und zwar zeigen die parenchymatischen 
Basiszellen der Blattchen eine bessere Durdhlassigkeit ihrer Membranen 
fiir groBmolekulare Stoffe als die Blattspitzen und insbesonders die Lamina- 
zellen. Solche Unterschiede in der Membrandichte hat zuerst Mender 
(1938) beobachtet. 

Den Blattchen aller Arten gemeinsam ist, daf die Dichte der Zellwand 
mit dem Alter der Blattchen abnimmt. Die Membranen ilterer Blattchen 
zeigen also bessere Durchlassigkeitseigenschaften fiir die Diosmotika als 
die der mittleren und deren Zellwande sind leichter permeabel als die der 
jungen Sprofblatter. Analoge Befunde aus der protoplasmatischen Pflanzen- 
anatomie finden sich gesammelt bei Reuter (1956). 

Einige Beobachtungen weisen aber darauf hin, daf fiir den Plasmolyse- 
verlauf doch auch der Diffusionswiderstand des Plasmas fiir Wasser be- 
grenzend wirken kann. So fallt in den jungen Zuwachssprossen von P. ne- 
glectum das gleich schnelle Fortschreiten der Plasmolyse in den verglichenen 
Plasmolyticis Traubenzucker, Glycerin und Harnstoff auf, wahrend in den 
alten Sprossen der Plasmolyseverlauf in Harnstoff viel rascher erfolgt als 
in Traubenzucker. Der Plasmolyseeintritt wird aber auch in den Zuwachs- 
sprossen eindeutig durch den Zellwandwiderstand bestimmt. Ein ahnliches 
Plasmolyseverhalten zeigen die Blattchen normaler Sprosse von P. platy- 
phyllum. 

Charakteristisch fiir fast alle Plagiatheciaceen (ausgenommen P. platy- 
phyllum, mittlere und obere Stammblatter von P, denticulatum) ist eine 
spindelartige Plasmolyseform zu Beginn der Plasmolyse, die auf ein star- 
keres Haften des Protoplasten an den Zellenden hinweist. Dasselbe nimmt 
mit dem Alter der Zellen ab. 

K ressin, der wie erwahnt schon 1935 an Fontinalis-Blattchen spindel- 
formige Plasmolysen beobachtete, fiihrt dieselben auf die Wirkung eines 
starker hypertonen Plasmolytikums zuriick, das ja, wie Weber (1924) be- 
reits feststellte, die Erzielung einer konvexen Plasmolyseform, infolge des 
stirkeren Wasserentzuges, verzégert. Auch in unserem Fall ist ein Einfluf 
der Konzentration des Plasmolytikums auf die Rundungszeit gegeben, das 
hei®t die Spindelform wird um so langer beibehalten je konzentrierter 
das Plasmolytikum ist. Es handelt sich dabei aber wohl nur um eine sekun- 
dire Wirkung, wahrend das verstirkte Haftvermégen des Plasmas in den 
Zellenden und die entsprechenden negativen Plasmolyseorte primar ge- 
geben sind. Darauf beruht auch die Neigung der Protoplasten, bei starkerer 
Plasmolyse in Teilstiicke zu zerfallen, deren auferste an den Zellenden 
festhaften. 

Die Rundungszeiten des Protoplasten liegen fiir die alteren Blattchen 


| 
q 


560 : Erna Steinlesberger 


stets niedriger als fiir die jungen Blattchen. Im Friihjahrsmaterial von 
P. silvaticum und Sommermaterial von P. Roeseanum erfolgt gar keine 
Abrundung und in den permeierenden Diosmoticis wie Harnstoff und 
Glycerin erhalt sich dann die Spindelform bis zum Plasmolyseriickgang. 

Neben diesem am Moospflinzchen in Erscheinung tretenden plasmati- 
schem Gefiille, das, aufer an Moosen (Kressin 1935, Will-Richter 
1949) in gleicher Weise an Bliitenpflanzen (Moder 1932, Strugger 1934 
u. a.) zu beobachten ist, sind fiir einige Plagiothecium-Arten auch innerhalb 
ein und desselben Moosblattchens plasmatische Differenzierungen festzu- 
stellen und zwar vor allem an alteren Blattchen. 

Basale SproBblattchen von P. neglectum, P. silvaticum, P. platyphyllum 
zeigen in den Blattspitzenzellen stets friiher Abrundung des Protoplasien 
als in den Blattbasiszellen. Geringere Unterschiede zeigen Blatichen von 
P. undulatum und P. Roeseanum; bei diesen Arten werden die feineren 
plasmatischen Differenzierungen gréBtenteils durch die Membraneigen- 
schaften iiberdeckt. 

Anderung der AuBenfaktoren bewirkt oft ein verandertes Verhalten. 
wie die Versuche an P. silvaticum und P. Roeseanum zeigen. So laBt das 
auf frosttrockkenem Boden gesammelte Friihjahrsmaterial von P. silvati- 
cum gegeniiber feuchtem Herbstmaterial eine deutliche Erhéhung der 
Plasmaviskositat und auch der Zellwanddichte feststellen. Gleichhe Wirkung 
zeigt die Lufttrocknis an sommerlichem Material von P. Roeseanum. Als 
Beleg sei kurz ein Beispiel angefiihrt. 


Blattchen vom basalen SproBteil des normalen Maierials sind in Traubenzucker 
innerhalb von 20—30 Min. plasmolysiert, von sommertrockenem Material erst nach 
3 Stunden. Die oberen Sprofblattchen zeigen zu dieser Zeit itiberhaupt noch keine 
Plasmaabhebung. In Glycerin sind ahnliche Unterschiede festzustellen. 

Harnstoff. der am normalen Material innerhalb von 35 Min. in allen Blattchen 
eines Stammchens Plasmolyse hervorruft, vermag am Sommermaterial erst bei An- 
wendung einer zweimal so hohen Konzentration in den basalen Stammblattchen 
Plasmolyse zu bewirken, wiihrend sich die Bliattchen des oberen SproBteiles als 
unplasmolysierbar erweisen. 


Ich interpretiere dieses unterschiedliche Verhalten so, da die Dichte 
der Zellwand derart zugenommen hat. da® selbst der Durchtritt des klein- 
molekularen Harnstoffes so stark gehemmt wird. daf in niederen Konzen- 
trationen, infolge gleichzeitiger Permeation des Harnstoffes in die Vakuole, 
eine Plasmolyse nicht zustande kommen kann. Die Annahme einer erhéhten 
Harnstoffpermeabilitat des Protoplasmas schaltet hier aus. da die an an- 
derer Stelle besprochenen Permeabilitaitsmessungen fiir dieses Material viel- 
mehr eine Verminderung der Harnstoffpermeabilitat ergeben. Diese ge- 
anderten Permeabilitatseigenschaften lassen auch auf eine Verainderung der 
plasmatischen Eigenschaften. wohl im Sinne einer herabgesetzten Wasser- 
permeabilitat. schlieBen, die im Plasmolyseversuch selbst jedoch durch die 
noch gréBere Zellwanddichte iiberdeckt werden. 

Am feucht kultivierten Material von P. silvaticum scheinen die Ver- 
haltnisse umgekehrt auf, hier ist gegeniiber dem normalen Material eine 
leichtere Plasmolysierbarkeit zu beobachten. deren Ursache in einer Ab- 
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nahme der Zellwanddichte und der Viskositat der aiuferen Plasmagrenz- 
schichten zu suchen sein diirfte. 

Es scheinen also Membran- und Plasmaeigenschaften bei den hier unter- 
suchten Laubmoosarten durch geinderte AuSenbedingungen weitgehend 
veranderbar zu sein. Reaktionsinderungen des Plasmas waren nach von an- 
deren Pflanzen vorliegenden Befunden zu erwarten. Die Anderung der Zell- 
wandbeschaffenheit scheint nur bestimmten Pflanzengruppen zuzukommen. 

So stellte Hartel (1940) fiir schwerplasmolysierbare Hymenophyl- 
laceenarten fest, dafi der Diffusionswiderstand von deren Membran nach 
Vorbehandlung in Luft um vieles gréBer war als am normalen Material: 
nach Vorbehandlung in Leitungswasser weitaus geringer. Parallel zur 
leichteren Plasmolysierbarkeit ging auferdem eine intensivere Farbbarkeit 
sowie eine Abnahme der Viskositiat des Zellinhaltes. 

Diese Befunde, die weitgehende Ubereinstimmung mit unseren Be- 
obachtungen an den verschiedenen Moosarten zeigen, scheinen unsere obigen 
Annahmen sehr zu bestatigen. Inwieweit diese an einigen Plagiothecium- 
Arten gemachten Feststellungen Allgemeingiiltigkeit haben, wird durch Un- 
tersuchungen weiterer Arten aus verschiedenen Familien noch zu priifen sein. 

Ich verzichte darauf, den Plagiotheciaceen das Zellverhalten derjenigen 
pleurokarpen Laubmoose gegeniiberzustellen. welche schwerste Plasmoly- 
sierbarkeit aufweisen und dadurch schon bei Limpricht in den Ver- 
dacht kamen, keinen .,Primordialschlauch* zu _ besitzen. Musterbeispiele 
dafiir sind Brachythecium rutabulum, Eurhynchium speciosum, Hypnum 
pallescens. |hnen wire im gewissen Abstand, das schon bei Lim pricht 
erwahnite Scleropodium purum anzureihen. Ich bespreche meine Versuche 
mit diesen Moosen erst spater im Zusammenhang und ordne meine ge- 
samten Erfahrungen der Nomenklatur Ménkemeyer folgend an. 


4, Das Plasmolyseverhalten weiterer Laubmoose 
Mniaceae: 


Die Arten der Gattung Mnium sind wohl am 6ftesten fiir Zellphysio- 
logische Untersuchungen herangezogen worden. Fiir vergleichende Studien 
(Biebl 1954) sind ja Mnium-Arten besonders gut geeignet; dank der 
bkologischen Amplitude dieser Gattung (vgl. Abels Untersuchungen iiber 
Austrocknungsresistenz 1956). die ja Hygro-. Meso- und Xerophyien, alpine 
und Tieflands-Arten, Kalk und Kristallin bewohnende Arten umfaft. Es 
wurden davon vier Spezies zum Teil verschiedenen ékologischen Standortes 
eingehender untersucht. 

Mnium cinclidioides (Blytt.) Hiibener. — Wurde als Flachmoorbewohner 
in der Umgebung von Tamsweg und auf quelligen Matten in den Dolomiten 
gesammelt. 

Bei Einlegen alterer Blattchen in 1.0 mol Traubenzucker zeigen fast alle 
Zellen nach 3 Min. flach konkav abgehobene Protoplasten, vielfach auch 
Teilprotoplasten mit verbindenden Plasmafaden. Mitteljunge Blatter ver- 
halten sich ahnlich, nur unterhalb der Blattspiize liegt rechts und links je 
eine Zone mit kleinen jungen Zellen, die erst nach 20 Min., ebenso wie die 
kleinen Zellen ganz junger Bliattchen, stark konkave Plasmolyse zeigen. 
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In 1,0 mol Glycerin tritt nach 2 Min. stark konkave Plasmolyse in allen 
Zellen der Sprofbasisblatter und mittleren Blatter auf. Die Spitzenzellen 
der obersten Blatter sind erst nach 15 Min. konkav plasmolysiert. 

In 1,0 mo! Harnstoff tritt sowohl in den Stammspitzen- als Stammbasis- 
blattern sofort konkave Plasmolyse ein, nur nimmt dieselbe in den Basis- 
blattern konvexe Formen an, wahrend in den Sproftspitzenblattern eine 
konkave Plasmolyseform beibehalten wird. Der sofortige Plasmolysebeginn 
der jungen Blatter in Harnstoff zeigt, da fiir den verzégerten Eintritt der 
Plasmolyse in Traubenzucker und Glycerin nicht ein verstirktes Haft- 
vermégen des Plasmas ausschlaggebend sein kann, sondern daft es sich 
hier wahrscheinlich um Unterschiede in der Membranpermeabilitat handelt. 


Mnium stellare Reich. — Ist auf neutralen Substraten an feucht-schat- 
tigen Stellen des Waldes zu finden. 

Vollkommen unverletzte Blattchen mit einem Stiick Stammchen daran 
zeigen in 1,0 mol Traubenzucker stets nur eine Abhebung des Plasmas von 
der Blattbasis her, wie dies schon Brilliant (1927) fiir Catharinea be- 
schrieben hat. Von hier aus schreitet die Plasmolyse keilférmig gegen die 
Blattspitze zu fort und hat nach 23 Min. alle Zellen erfaft. 

In 1,0 mol Glycerin erfolgt der Zutritt des Plasmolytikums ebenfalls 
nur von der Basis her. Von hier aus kommt es zu einer keilférmig gegen 
die Blattspitze zu fortschreitenden konkaven Plasmaabhebung in den Zellen 
bis etwa iiber die Blattmitte, die Zellen des oberen Blatteiles (Blattdrittels) 
bleiben in dieser Konzentration unplasmolysiert. Es scheint hier der Durch- 
iritt durch die Membran schon so verlangsamt, daf die gleichzeitige Per- 
meation des Glycerins in die Vakuole keine Plasmaabhebung mehr ein- 
treten 

Wird ein vom Stammchen isoliertes Blattchen der Quere nach durch- 
schnitten, so ist die basale Blatthalfte, infolge des Zutritts des 
Plasmolytikums vom Schnittrand und der Basis her, nach 6 Min. durch- 
plasmolysiert. Die obere Blatthalfte zeigt Plasmolyse nur in einer keil- 
férmig vom Schnittrand gegen die Blattspitze zu gerichteten Zone, wahrend 
die Blattspitze selbst und die beiden Zonen rechts und links der Rippe, 
oberhalb des plasmolysierten Blatteiles, unplasmolysiert sind. Nach 20 Min. 
sind fast alle Zellen deplasmolysiert, wobei zum Teil eine Chloroplasten- 
ballung (Systrophe) zuriickbleibt. 

In 1,5 mol Glycerin reicht der von der Blattbasis gegen die Spitze zu 
gerichtete Keil plasmolysierter Zellen zwar etwas weiter als in 1,0 mol 
Glycerin, aber trotz des starken Uberdruckes scheint sich der Ausgleich, 
infolge des stark gehemmten Durchtrittes des Lésungsmittels durch die 
Membran, ohne Plasmaabhebung zu vollziehen. Es scheinen also die Zellen 
der oberen Blatthalfte neben einer allen Blattzellen eigenen schwer durch- 
lassigen Aufenwand noch schwerer durchlassige Querwande zu besitzen. 
Daf die Zellen des oberen Blatteiles nicht unplasmolysierbar sind, zeigt 
der Versuch in Traubenzucker, welcher nach entsprechend langer Versuchs- 
dauer Plasmolyse bewirkt, da der Ausgleich durch Permeation hier ja fehlt. 

Die leichte Plasmolysierbarkeit zeigt ein Versuch in 1.2 mol Harnstoff. 
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Im basalen Blatteil erfolgt sofort Abhebung des Plasmas, die, keilférmig 
gegen die Blattspitze zu fortschreitend, nach 7 Min. alle Zellen erfaft hat. 
Fiir den kleinmolekularen Harnstoff ist also der Durchtritt durch die 
Membran schon so wenig behindert, da alsbald Plasmolyse zustande- 
kommt. 

Mnium cuspidatum Leyss. — Wiachst gerne am Grunde vermoderter 
Baumstiimpfe im Buchenmischwald. 

An dieser Spezies lat sich sowohl in alten als in jungen Blattern Plas- 
molysebeginn stets in den Spitzenzellen und den 
Zellen des oberen Blattrandes feststellen. Es fol- 
gen die Basiszellen und die Zellen im Umkreis 
vor dem Versuch schon toter Zellen. (Ahnliches 
beobachten wir bereits an Plagiothecium platy- 
phyllum). In jungen Blattern sind diese beiden 
Zutrittsstellen des Plasmolytikums die einzigen 
Orte, von denen die Plasmaabhebung weiter fort- 
schreitet, bis sie in 1,0 mol Traubenzucker nach 
60 Min. 95% der Zellen erfaft hat. In ilteren 
Blattern, wo das Plasmolytikum auch durch die 
AuBenwande zutritt, sind bereits nach 23 Min. 
alle Zellen plasmolysiert. Gewihrt man in jungen 
Blattern durch Anschneiden dem Plasmolytikum 
auch durch die Aufenwiinde Zutritt, so ist die 
angeschnittene Blatthalfte nach 25 Min. vollstan- 


dig plasmolysiert, die unangeschnittene erst in- 6. 
nerhalb von 60 Min. (s. Abb. 6). hs ee 


1.0 mol Traubenzucker. 


Ganz ahnlich, nur zeitlich etwas rascher, ver- Anqusdaltiens Blati- 


lauft die Plasmolyse in 1,0 mol Glycerin. Nach  jaifie nach 25 Min. voll- 
10 Min. beginnen junge Blatter von der Blatt-  stindig plasmolysiert. 
spitze und -basis her konkav zu plasmolysieren. Unverletzte Blatthalfte 
Altere Blattchen zeigen beginnende Abhebung mit unplasmolysiertem 
auch in den iibrigen Laminazellen. Innerhalb von Teil. 

15 Min. sind in alteren Blattchen fast alle Zellen 

konkav plasmolysiert. Jiingere Blattchen zeigen einen plasmolysierten keil- 
formigen basalen Blatteil und plasmolysierten Blattspitzenteil, wahrend an 
den Blattrandern jeweils noch ein unplasmolysierter Abschnitt vorhanden 
ist. Nach 20 Min. ist auch dieser plasmolysiert. 

In 1,0 mol Harnstoff beginnt nach 4 Min. die Plasmaabhebung in jungen 
und alten Blattern ebenfalls in den Spitzenzellen, von wo sie basalwarts 
fortschreitet. Nach 12 Min. sind die alteren Blatter bis zur Basis durch- 
plasmolysiert. In den jungen Blattern bleiben die Basiszellen in 1,0 mol 
Harnstoff vielfach unplasmolysiert, erst 1.2 mol Harnstoff ruft Plasmolyse 
hervor. Die auch in den anderen Plasmolyticis zutage tretende schwerere 
Wegsamkeit der Basiszellen scheint fiir Harnsioff soviel auszumachen, dak 
die gleichzeitige Permeation in die Vakuole keine Plasmaabhebung ein- 
treten 

Mnium spinosum: (Voit) Schwgr. Ein Bewohner trockenen Waldbodens 
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der oberen Bergregion. Es erwies sich von den uniersuchten Mnium-Arten 
als am schwersten plasmolysierbar. Wegen des ebenfalls héheren osmoti- 
schen Wertes wurden zur Untersuchung konzentriertere Lésungen heran- 
gezogen. 

Ein Staimmchen, in 1.5 mol Traubenzucker eingelegt. zeigt stets konkave 
Plasmaabhebung von der Blattbasis her entlang der Blattrippe. Es erfolgt 
also der Zutritt des Plasmolytikums nur von der Blattrippe. Dies zeigt 
auch deutlich ein Versuch mit querangeschnittenen Blattchen, an den das 
Plasmolytikum keineswegs vom ganzen Schnittrand her eindringt. vielmehr 
wird lings der Blattrippe ein spitzkeilférmiger Anteil der Laminazellen 
plasmolysiert. Auch auf diesem Wege schreitet die Plasmolyse sehr sehr 
jangsam vor, und nach 1% Stunden sind erst 3—6 Zellreihen rechts und 
links der Blattrippe plasmolysiert. im obersten Blatidrittel nur 1—2 Zell- 
reihen. Die Blattspitze ist noch unplasmolysiert (Abb. 7). Natiirlich kamen 
die Blattchen zwischen den Beobachtungen jedesmal in die Fliaschchen mit 
iiberschiissigem Plasmolytikum zuriick. 

Wird ein Blatt langsangeschnitten, so setzt bereits nach 1 Min. vom 
Schnittrand her eine konkave Plasmaabhebung ein, die in den Zellen gegen 
die Rippe zu fortschreitet. und nach 8 Min. ist der angeschnittene Blatteil 
bis zur Rippe durchplasmolysiert. Der unangeschnittene rechte Blatteil 
weist keinerlei Plasmolysebeginn auf. Hier beginnt das Plasmolytikum 
nur von der Basis, entlang der Rippe, zuzutreten. 

Spiiter erst tritt der Strom des Plasmolytikums in querer Richtung iiber 
die Blattrippe hinweg auch an die Zellen der unangeschnittenen Blatthalfte 
und ruft dort Plasmolyse hervor, so daB nach 40 Min. der Blatteil, in der 
Breite des Schnittrandes, vollstandig plasmolysiert ist. Auch jetzt noch ist 
der unangeschnitiene Blattspitzenteil vollstandig unplasmolysiert. Der un- 
angeschnittene basale Blatteil ist infolge Zutritts des Plasmolytikums von der 
Basis und der Blattrippe konkav plasmolysiert (Abb. 8). Es sind bei diesem 
Moos sowohl AuBen- als auch Querwande fiir Traubenzucker recht schwer 
durdhlassig. die seitlichhen Lingswinde hingegen recht gut. 

Fiir Glycerin sind die AuBen- und Querwande ebenfalls schwer per- 
meabel. 5 Min. nach dem Einlegen in das Plasmolytikum kommt es basal. 
entlang der Blatirippe, zu einer bandférmigen Anordnung der Chloro- 
plasten, der nach 15 Min. eine konkave Abhebung des Plasmas folgt. Auf 
diese Weise schreitet die Plasmolyse von der Blattrippe gegen die Spitze zu 
fort. An langsangeschnittenen Blattern werden die Zellen in der ganzen 
Schnittbreite von der Plasmolyse erfaBt, die sich in querer Richtung im 
Blatt ausbreitet. Stets geht auch hier der nach 10—15 Min. eintretenden 
konkaven Abhebung eine bandférmige Anordnung der Chloroplasten vor- 
aus. An querangeschnittenen Blattchen erfolgt Plasmolyse nur von der 
Blattrippe her. 

In Harnstoff konnte in niederen Konzentrationen keine Plasmolyse er- 
zielt werden. auch nicht an angeschnittenen Blattchen. Erst von 3.0 mol 
Harnstoff kommt es kurz zu einer konkaven Abhebung in den Schnittrand- 
zellen und Nachbarzellen vor dem Versuch schon toter Zellen, von der nach 
3—4 Min. nichts mehr zu sehen ist. 
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Wie aus den Versuchen hervorgeht, ergibt sich fiir die hier untersuchten 
Mnium-Arten allgemein, mit Ausnahme von M. cinclidioides, eine ganz er- 
hebliche Unwegsamkeit der AuRenwiinde fiir gréRermolekulare Stoffe. Sie 
zeigt sich zunichst in dem stets nur an der Basis der Blitter, beiderseits der 
Mittelrippe, beginnenden Plasmolyseeintritt, von wo aus die Abhebung 


Abb. 8 


Abb. 7. Mnium spinosum. Blatt quer. Nach 1% Stunden in 1,5 mol Traubenzucker. 
Punktiert: Plasmolysiert. Unplasmolysiert. 


Abb. 8. Mnium spinosum, Blatt langs angeschnitten. Nach 40 Min. in 1.5 mol Trau- 
benzucker. Punktiert: Plasmolysiert. Weif: Unplasmolysiert. 


sich allmahlich iiber die ganze Blattflache hin ausbreitet, — in alieren Blatt- 
chen von M. stellare in Traubenzucker innerhalb von 23 Min., in denen von 
M. spinosum erst nach einigen Stunden. 

Fiir Glycerin sind die AuRenwinde dieser beiden Moose schon etwas 
weniger schwer durchlassig, aber noch immer so wenig wegsam, daft die 
Spitzenzellen der Blattchen von M. stellare in 1,0 und 1.5 mol keine Plas- 
molyse zeigen, da infolge des stark gehemmten Durchtritts des Plasmoly- 
tikums durch die Aufenwiande die gleichzeitige Permeation des Lésungs- 
mittels in die Vakuole keine Abhebung mehr zulaft. 

Dieser dichten Aufenwand stehen viel wegsamere Seitenwiinde gegen- 
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iiber, was sich einerseits in der Ausbreitung der Plasmolyse von der Mittel- 
rippe her zeigt, die aber besonders deutlich an langsangeschnittenen Blattchen 
in Erscheinung tritt. Solcherart gelingt es, in M. spinosum-Blatichen inner- 
halb von 40 Min. in Traubenzucker alle Zellen, in der Breite des Schnitt- 
randes, zur Plasmolyse zu bringen, wahrend im unangeschnittenen Blatt- 
teil die Zellen unplasmolysiert bleiben. 

Fiir Harnstoff ist die AuRenwand von M. stellare schon recht gut weg- 
sam, so daf die von der Basis entlang der Rippe beginnende Abhebung 
nach 7 Min. fast alle Zellen eines Blattchen erfaft hat. Die AuRenwand von 
M. spinosum hingegen ist fiir Harnstoff noch so wenig wegsam, daf in- 
folge gleichzeitiger Permeation des Harnstoffes in die Vakuole erst Kon- 
zentrationen von 3,0 mol voriibergehende Plasmolyse hervorzurufen ver- 
mogen. 

M. cuspidatum zeigt ebenfalls leichter wegsame Seitenwiande als AuRen- 
wiande. Wahrend aber bei M. stellare und M. spinosum Plasmolysebeginn 
stets von der Basis her zu beobachien ist, beginnt hier die Abhebung zu- 
nachst in den Spitzenzellen der Blatter, dann erst folgen die Zellen der 
Basis. Von diesen beiden Orien breitet sich die Plasmolyse keilférmig aus. 

Die Art des feuchtesten Standortes innerhalb der untersuchten 
Mnium-Arien ist somit durch die weitmaschigsten AuRenwiande 
gekennzeichnet, waihrend die Art des trockensten Standortes sich 
durch die am dichtest gebauten Auenwande auszeichnet. 


Bryaceae: 


Aus den zahlreichen Arten der Gattung Bryum, deren weite Zellen sich 
fiir zellphysiologische Untersuchungen als recht giinstig erweisen, wurde 
das schon von Bieb] (1933 f.) und Mender (1938) untersuchte Bryum 
capillare ausgewahlt. Das Plasmolyseverhalten ist recht ahnlich dem von 
Mnium-Arten mit mittelmaRigem Zellwandwiderstand. 

Bryum capillare L. — Wachst in Form dichter, weicher Rasen auf Erde 
(Waldboden), in der Nahe alter Baume, von Holzwerk und Gestein. 

Blattchen, in 1,0 mol Traubenzucker eingelegt, zeigen nach 6 Min. in 
Umgebung toter Zellen konkaven Plasmolysebeginn. Nach 20 Min. zeigen 
die Laminazellen allgemein beginnende Abhebung von den der Blattbasis 
zugewendeten Querwanden, also einseitige Plasmolysen. Die Blattbasis- 
zellen sind zu dieser Zeit noch unplasmolysiert; erst nach 35—40 Min. zeigen 
letztere konkave Plasmaabhebung. Nach ca. 1 Stunde sind 96% der Zellen 
plasmolysiert. Die Plasmolyseform der Zellen des mittleren und oberen 
Blatteiles ist einseitig konvex, die des basalen Blatidritiels konkav. 

Langsangeschnittene Blattchen beginnen nach 3 Min. in den Zellen vom 
Schnittrand her mit einer Loslésung des Plasmas, die nach 10 Min. fast 
alle Zellen des Blatteiles mit abgeschnittenem Blattrand erfaft hat. Die 
Membranen der Seitenwiande sind also, analog den Befunden an 
Mnium-Arten, bedeutend weitmaschiger als die der AuSenwiande. 

Der Unterschied im Widerstand von Aufen- und Seitenmembranen be- 
steht auch noch fiir Glycerin, obwohl dieses bereits kleinmolekularer ist. 
Langsangeschnittene Blattchen weisen in 1,0 mol Glycerin nach 1% Min. 
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in samtlichen Zellen konkave Plasmolysen auf. Unverletzte Blattchen zeigen 
nach 4 Min. in den Basiszellen konkav beginnende Abhebung, die allmahlich 
die iibrigen Blattzellen, zunachst die Spitzen- (nach 10 Min.) dann die 
Blattmittezellen erfaft. Nach 30 Min. sind samtliche Zellen einseitig konvex 
plasmolysiert, mit negativen Plasmolyseorten der Blattspitze zu, wie B r il- 
liant (1927) solche fiir Catharinea beschrieben hat. 

In Harnstoff ist die unterschiedliche Durchlassigkeit von Aufen- und 
Seitenmembran nur mehr in geringem Ausmakt bemerkbar, und 1,0 mol 
Harnstoff fiihrt bereits nach 3 Min. in den Spitzen- und Laminazellen zum 
Plasmolysebeginn. Die Zellen der Blattbasis folgen nach 2 Min. mit kon- 
kaver Plasmaabhebung. 

Weitmaschigere Zellwande zeigte ein Vertreter aus der Gattung Pohlia, 
und zwar 

Pohlia Rothii Broth. — Es wurde aus der Umgebung des Riesachsees in 
den niederen Tauern gesammelt. 

In 1,0 mol Traubenzucker eingebrachte Blattchen zeigen nach 8 Min. 
konkave Abhebung in den Basiszellen. Nach 10 Min. folgen die Spitzen- 
zellen und vereinzelt Zellen der Lamina. Nach 15 Min. lassen 96% der 
Zellen konkave bis flach konvex von den Querwinden abgehobene Proto- 
plasten feststellen. Erwaihnenswert ist der bei dieser Art wieder besonders 
hervoriretende Unterschied zwischen jungen, griinen Blattchen und Alteren, 
durch eine braunliche Farbung der Membran gekennzeichneten Blattchen. 
Letztere zeigen bis zu 30 Min. friiher 100%ige Plasmolyse als die jungen 
Blattchen. 

In Glycerin sind die Basiszellen bereits nach 2 Min. konkav plasmoly- 
siert. Nach 4 Min. folgen die Spitzen- und Laminazellen mit an den Langs- 
seiten stark eingebuchteten Protoplasten. Nach 10 Min. geht diese Plas- 
molyseform allmahlich in eine einseitig konvexe Form, mit der Blattspiitze 
zugewendeten negativen Plasmolyseorten iiber. 

In 0,8 mol Harnstoff kommt es nach 1 Min. verstreut in den Zellen der 
Blattchen zu einer konkaven Plasmaabhebung von den Querwanden. 
Innerhalb von 7 Min. sind fast alle Zellen plasmolysiert. 


Amblystegiaceae: 


Die Familie der Amblystegiaceen bildet einen grofen Zweig der habi- 
tuell verschiedenartigsten Typen. Sie ist nach Herzog (1926) weitgehend 
nordischer Verbreitung. Insbesonders sind es die Depranocladus-, Callier- 
gon- und Scorpidium-Arten, die in der Zusammensetzung der Sumpf- 
formation der nérdlichen gemafigten Zone eine grofte Rolle spielen. 

Playtyhypnidium rusciforme Fleischer. — Ein in vorwiegend kalk- 
reichen Gebirgsbichen allgemein verbreitetes Moos, wo es starre, dunkel- 
griine Rasen bildet. 

Griine Stammchen, in 1,0 mol Traubenzucker eingebracht, zeigen bereits 
nach 5 Min. in den Spitzenzellen der Blattchen eine Abhebung des Plasmas 
von den Querwanden. Die Blattbasiszellen zeigen konkaven Plasmolyse- 
beginn. Nach 7 Min. sind auch die Laminazellen plasmolysiert. 

In Glycerin ist ein ahnlicher Plasmolyseverlauf festzustellen. In 1,0 mol 
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Harnstoff tritt in den Blatispitzenzellen bereits nach 2 Min. Plasmolyse ein. 
Es folgen die Blattbasis- und die Laminazellen. 

In 1,0 mol KCl erfolgt sofortige Plasmolyse in Blattspitze, Blattrand und 
Blattbasis. 

Hygrohypnum ochraceum Loeske. — Wichst als kalkmeidendes Moos 
an Felsen und Steinen, in und an Bachen und Wasserfiallen. 

In 1,0 mol Traubenzucker zeigen Astblattchen nach 3 Min. in fast allen 
Zellen zweiseitig konvex abgehobene Protoplasten, die langen prosenchy- 
matischen Laminazellen Teilprotoplasten. 


Abb. 9. Scorpidium scorpioides, 5 Min. in 1.0 mol Traubenzucker, gut konvex von 
den Querwanden abgehobene Protoplasten. 


1,0 mol Glycerin ruft bereits nach 1 Min. Plasmolyse hervor. 

In 1,0 mol Harnstoff kommt es zu sofortiger Abhebung des Protoplasmas. 
die in jungen Blattchen nach 10 Min. bereits wieder vollstandig zuriick- 
gegangen ist. In alteren Blattchen erfolgt die Deplasmolyse etwas lang- 
samer, und zwar schreitet dieselbe vom Basalteil der Blatter gegen die Spitze 
zu vor, so da nach 15 Min., bis auf die auBersten Blattspitzenzellen, alle 
Zellen deplasmolysiert sind. In sehr alten Blattchen erfolgt die Deplas- 
molyse noch langsamer. Erst nach 20 Min. sind hier, bis auf die Blattspitzen- 
zellen, alle Zellen deplasmolysiert. Nach 25 Min. ist auch in diesen die 
Plasmolyse zuriickgegangen. 

Scorpidium scorpioides Limpr. — Ist in stehenden Gewiassern, Wasser- 
graben, Tiimpeln und Mooren vom Flachland bis ins Hochgebirge zu finden. 

In 1,0 mol Traubenzucker zeigen die Blattzellen nach etwa 35 Min. be- 
ginnende Abhebung des Protoplasten (Abb. 9) von den Querwianden, und 
zwar die Blattspitzenzellen etwas friiher als die Basiszellen. Es diirfte sich 
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hier um plasmatische Unterschiede handeln, da auch die Harnstoffpermeabi- 
litt der Blatispitzenzellen gréRer ist als die der Basiszellen. Ebenso ist, wie 
Deplasmolyseversuche zeigen, die Harnstoffpermeabilitat der Sprofspitzen- 
blatter gréRer als die der Sprofbasisblatter. (Deplasmolyse in der Blatt- 
spitze nach 7 Min., an der Basis nach 10—12 Min.) Der Plasmolyseeintritt 
erfolgt jedoch bei den verschieden alten Blattchen gleich schnell. 

In 1,0 mol Glycerin erfolgt die Plasmaabhebung nach 1% Min. gleich- 
mafig im ganzen Blattchen, in den Basiszellen zunachst konkav, in den 
Blattspitzen und iibrigen Laminazellen flach konvex. Erwahnenswert ist 
hier die rasche Deplasmolyse in Glycerin, die innerhalb von 45 Min., bis 
auf einige basale Zellen, im ganzen Blatt eingetreten ist. Nach insgesamt 
einer Stunde sind alle Zellen deplasmolysiert. 

Calliergon Richardsonii Kindb. — Dieses fiir Torf- und Sumpfwiesen 
charakteristische Moos wurde im Waldviertel in der Nahe von Karlstift ge- 
sammelt. Es besitzt ein sehr schénes, fiir protoplasmatische Untersuchungen 
recht geeignetes Zellnetz. 

Bei diesem Moos tritt nicht nur in Harnstoff und Glycerin sofortiger 
Plasmolysebeginn ein, sondern auch Traubenzucker bewirkt sofortige Ab- 
hebung des Protoplasten. Die Plasmolyseform ist in den alteren, braun- 
lichen, basalen Sprofblattern konvex, in den jungen, griinen Blattern 
konkav mit starken Buchten. Nach 5—6 Min. gleichen sich diese konkaven 
Buchten etwas aus, beziehungsweise der Protoplast schniirt sich durch und 
zerfallt in zwei Teile, die an den Querwanden haften bleiben. In den dlte- 
ren Blattchen kommt es zur Ausbildung zahlreicher Teilprotoplasten. 

Drepanocladus aduncus Moenkem. — In Niedermooren, Auen und Seen 
vom Tiefland bis ins Hochgebirge allgemein verbreitetes Moos. Es zeigt 
gut wegsame Zellwinde, sowohl der alten braunlichen als auch der frisch- 
griinen, jungen Blattchen. 

In 1,0 mol Traubenzucker tritt in alten und jungen Blattchen innerhalb 
von 1—1% Min. Plasmaabhebung ein, die in den dlteren Blattchen von 
zweiseitig konvexer Form ist, in den jungen Blattchen zunachst mehr kon- 
kav. In den langen, prosenchymatischen Laminazellen finden sich zahl- 
reiche Teilprotoplasten. 

In Glycerin ist das Verhalten ganz ahnlich. 

In Harnstoff kommt es zu sofortiger Plasmolyse, die nach 15 Min. wieder 
zuriickgegangen ist. 

Die hygrophytische Lebensweise der hier zur Untersuchung gelangien 
Amblystegium-Arten kommt sehr deutlich in dem weitmaschigen Mem- 
branbau dieser Moose zum Ausdruck. Die ausgewahlten Spezies lassen 
einen kaum nennenswerten Zellwandwiderstand fesistellen, d. h. sie 
zeigen beste Plasmolysierbarkeit. Die kurzen Deplasmolysezeiten in Harn- 
stoff lassen daneben auf eine gute Permeabilitat des Plasmas fiir diesen 
Stoff schlieBen, die in jungen Moosblattchen stets gréfer ist als in den 
alten Blattchen. Innerhalb eines Blattchens andert sich die Harnstoffper- 
meabilitat bei den verschiedenen Moosen jedoch, wie schon K res sin (1935) 
feststellte, nicht in derselben Richtung. Hygrohypnum ochraceum zeigt 
zum Beispiel in den Blattbasiszellen eine kiirzere Deplasmolysezeit als in 
Protoplasma, Bd. L/+ 42 
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den Spitzenzellen: bei Scorpidium scorpioides ist gerade der umgekehrte 


Fall zu beobachten. 


Brachytheciaceae: 


Nach Herzog (1926) ist die Gattung Brachythecium, als die gréBte 
dieser Familie, ausgesprochen kosmopolitisch, mit einem Dichtigkeitsmaxi- 
mum in der borealen Waldregion und ihren Gebirgen. Die Gattung Eurhyn- 
chium ist auf die nérdliche Halbkugel beschrankt, jedoch mit deutlicher 
Neigung zu warmeren, gemaBigten Lagen, so daft das europaische Eurhyn- 
chium-Areal mit der Verbreitung der Buche in Deckung zu bringen ist. 
Ebenfalls der nérdlichen Hemisphire gehért Scleropodium an. 

Innerhalb dieser Familie. deren Gattungen beziehungsweise Ariten 
Limpricht (1904) merkwiirdigerweise nach dem Vorhandensein be- 
ziehungsweise Fehlen des Primordialschlauches in den Blattzellen von- 
einander scheidet, sind die schwerst plasmolysierbaren Arten zu finden. 
Allgemein sind diese Moose auch infolge eines meist recht engen Blattzeil- 
netzes fiir zellphysiologische Untersuchungen wenig geeignet. 

Brachythecium rivulare Bruch. — Besiedelt, vorwiegend im Gebirge. 
klare, kalte Bache im Verein mit Platyhypnidium rusciforme (Herzog 
1943, Herzog und H6éf ler 1944). 

Das Blattzellnetz ist charakierisiert durch breitere Blatispitzen und 
-basiszellen und schmale prosenchymatische Laminazellen. 

In 1,0 mol Traubenzucker tritt nach 10 Min. konvexe Abhebung der 
Protoplasten in den Zellen von der Blattspitze und dem Blattrand her ein. 
Nach 15—20 Min. folgen die Zellen der Blattmitte mit konvexer Plasma- 
abhebung. 

In 1,0 mol Glycerin sind die nach 8S—10 Min. auftretenden Plasmolyse- 
formen zunachst etwas konkav, besonders in den Laminazellen, erst spiater 
erfolgt Abrundung der Protoplasten. 

In 1,0 mol Harnstoff erfolgt der Plasmolysebeginn bereits nach 2—3 Min. 
von der Blattspitze her. 

Wird ein solcher Moosrasen durch einige Wochen hindurch in Kultur 
relativ trocken gehalien, und dann Staémmchen zu Versuchen herangezogen, 
so ist in deren Blatichen in 1,0 mol Traubenzucker keine Plasmolyse zu 
erzielen, nur an den angeschnittenen Blattchen kommt es, an den verletzten 
Zellen, zu einem Austreten von Plasmakugeln. Erst in 2.0 mol Trauben- 
zucker erfolgt nach 15 Min. von der Blattspitze her eine konvexe Ab- 
hebung der Protoplasten. 

In Harnstoff erfolgt erst in 3.0 mol nach 1 Min. Plasmolyseeintritt, und 
zwar ebenfalls von der Blatispitze und dem oberen Blattrand her, Nach 
2 Min. sind auch die Laminazellen plasmolysiert. Nach 20 Min. erfolgt 
bereits Riickgang der Plasmolyse. 

Braciythecium rutabulum Br. eur. — Findet sich in vielen Formen weit- 
verbreitet auf Erde, Gestein, Holz und Wurzeln in Waldern und Wiesen. 
Es ist dies eines der Moose, an denen ich keine normale Plasmolyse be- 
obachten konnte. 

In Traubenzucker und Glycerin ist in Konzentrationen von 1.0—2.0 mol 
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noch nach 2 Stunden in keinem der Blattchen eines Stimmchens Plasma- 
abhebung festzustellen. 

In 1,0 mol Harnstoff kommt es nach 2 Min. in den Blattbasiszellen und 
den Zellen der Blattmitte zu einer konkav-konvexen Abhebung des Plas- 
mas: kurz danach auch in den Blattspitzenzellen. In langgestreckten Zel- 
len — Teilprotoplasten. Diese stehen durch Plasmastriinge in Verbindung. 
Nach ca. 18 Min. erfolgt jedoch, zunichst vereinzelt, dann in immer mehr 
Zellen eine ruckartige Riickdehnung des Protoplasten infolge Zerplatzen der 
Vakuole. Es tritt eine Entmischung des Zellinhaltes ein, wobei die Pla- 
stiden stark aufgequollen und granuliert erscheinen. Die Zellwand, die fiir 
Traubenzucker und Glycerin impermeabel ist, ist fiir Harnstoff also bereits 
so gut permeabel, da binnen weniger Minuten das Plasma sich von der 
Membran abhebt und der sich verkleinernden Vakuole nachfolgt. Die 
rasche, gréRtenteils nekrotische verlaufende Deplasmolyse allerdings 
schlieRen, daf diese Abhebung unter starker Schadigung der auferen 
Plasmagrenzschichten vor sich geht, wohl bedingt durch eine sehr starke 
Adhiasion des Plasmas an die Membran. 

Eurhynchium striatum Schpr. — Wachst besonders auf frischen, kraf- 
tigen Standorten mit gutem Humuszustand im Fichtenwald. Es ist in seiner 
Hauptverbreitung auf die guten Waldbéden beschrankt. 

Entsprechend dem héheren osmotischen Wert wurden die Plasmolytica 
zu den Versuchen in héheren Konzentrationen verwendet. Wird ein 
Stammchen in 2,0 mol Traubenzucker gebracht. so zeigen die Blattchen 
nach 25—30 Minuten in den Blattspitzenzellen und den Zellen des ober- 
sten Blattdrittels zweiseitige Abhebung des Plasmas von den Querwanden. 
In den Blattbasiszellen kommt es zur Teilprotoplastenbildung. Die schmalen 
Laminazellen weisen entsprechend ihrer Zellform nur ganz schwach von 
den Querwanden abgehobene Protoplasten auf. 

In 2,0 mol Glycerin erfolgt der Plasmolyseeintritt kaum rascher, und 
zwar zunachst in den Blattspitzenzellen, dann in den Basiszellen. 

In Harnstoff sind bereits nach 3 Min. fast alle Zellen konkav plas- 
molysiert (geschlangelte Protoplasten). Nach 17 Min. nehmen die Proto- 
plasten allmahlich zweiseitige flach konvexe Formen an. In den langen 
schmalen Laminazellen kommt es zur Teilprotoplastenbildung. Die Ver- 
zégerung des Plasmolyseeintrittes zwischen Blattspitzen, -basis und -lamina- 
zellen ist in Harnstoff also nur mehr sehr gering. 

Verwendet man zu den Versuchen Blatter alter Sprosse, so ist in keinem 
der Plasmolytica Plasmolyse zu erzielen. Ebenfalls als unplasmolysierbar 
erweisen sich jiingere lufttrockene Blatter. Schneidet man solche junge 
Blatter an und legt sie in eines der Plasmolytica, so kommt es an den an- 
geschnittenen Zellen vielfach zu einem Austreten des Zellinhaltes. Die un- 
verletzten Blattchen bleiben unplasmolysiert. 

Eurhynchium speciosum Milde. — Findet sich vor allem im Flachland 
in Auwaldern und an nassem Gesiein. 

An diesem Mcos konnte ich trotz mehrmaliger Versuche an verschie- 
denen Material keine normale Plasmolyse erzielen. Unverletzte Blattchen 
lassen in keinem der Plasmolytica — Traubenzucker, Glycerin und Harn- 
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stoff — Plasmaabhebung feststellen. In angeschnittenen Blattchen treten 
ahnlich wie am unplasmolysierbarem Material von Eurhynchium striatum 
aus den verletzten Zellen Plasmakugeln aus, an deren Oberflache Plastiden 
angelagert sind (Abb. 10). Selbst in Elekirolytlésungen wie KNO, und KCl 
ist keine Plasmolyse zu erreichen, auch nicht in héheren Konzentrationen. 
Nur KCNS fiihrt in einer Konzentration von 2,0 mol binnen weniger Mi- 
nuten zu einer Zusammenziehung des Zellinhaltes, der jedoch alsbald platzi. 

Eurhynchium Swartzii Hobk. — Die flach ausgebreiteten Rasen dieses 
Mooses sind auf frischem Waldboden (Laubwald) und Grasplatzen zu finden. 

Blattchen alterer, braiunlicher Stammchen zeigen in 1,5 mol Trauben- 


WN 


Abb. 10. Eurhynchium speciosum, Blattchen 20 Min. in 1.2 mol Traubenzucker — 
keine Plasmolyse. Bei Anschneiden der Blattchen Austreten von Plasmakugeln aus 
den verletzten Zellen. 


zucker nach 15 Minuten in den Basiszellen konkave Abhebung des Proto- 
plasten, an Blattspitzen und Blattzahne einseitig von den Auenwinden 
abgehobene Protoplasten. Von Blattspitze, -rand und -basis schreitet die 
Plasmolyse nun weiter vor, indem sich die Zahl der Zellen mit von den 
Querwanden abgehobenen Protoplasten anfangs schneller, spaiter langsam 
in Richtung Blatimitte, zwischen Basis und Spitze. vergréBert. Nach 
1% Stunden sind 95% der Zellen zweiseitig plasmolysiert. 

An jungen Stémmchen sind zu dieser Zeit eben erst die Basis- und 
Laminazellen der basalen Sprofblattchen konkav beziehungsweise langs- 
seitig abgehoben. Blattspitzenzellen und obere Sprofblatitchen sind un- 
plasmolysiert. 

In 1,0 mol KCI plasmolysieren alte Stammblattchen sogleich nach dem 
Einlegen in das Plasmolytikum, und zwar alle Blattzellen gleich schnell. 
Blattchen junger, hellgriiner Stammchen zeigen erst nach 2 Minuten be- 
ginnende Plasmolyse mit gleich raschem Plasmolyseeintritt in allen Blatt- 
zellen. 

Untersuchungen in Glycerin und Harnstoff fehlen hier. Aus dem Plas- 
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molyseverlauf in Traubenzucker und dem in KCl ist jedoch ein bedeutender 
Diffusionswiderstand der Membran fiir den grofmolekularen Stoff zu er- 
kennen, besonders an jungen Blattchen. 

Scleropodium purum Limpr. ist ein auf kalkhaltigem, gutem, oft etwas 
feuchtem Waldboden bis gegen die Waldgrenze hiaufig verbreitetes Moos 
und zahlt zu den sehr schwer plasmolysierbaren Moosarten. 

Bei Einlegen von Stémmchen in 1,5 mol Traubenzucker treten erst nach 


Abb. 11. Scleropodium purum, Mittleres Stammblattchen. Konvexe Teilprotoplasten 
nach 3 Stunden in 1.5 mol Traubenzucker. 


1% Stunden in den Blattzellen konkave Plasmaabhebungen auf. Nach 
weiteren 3 Stunden beginnt in den mittleren Stammblattchen, besonders in 
den Spitzen und Randzellen, zum Teil auch in den Laminazellen, eine Ab- 
rundung der Protoplasten. In den langgestreckten Zellen bilden sich Teil- 
protoplasten (Abb. 11), die durch Plasmafiaden verbunden sind. Die Basis- 
zellen zeigen noch konkave Plasmolyseformen. Konvexe Plasmolyseform 
nehmen auch die Protoplasten der Spitzenzellen der jiingsten Blattchen an. 
Die alteren braunlichen Blattchen zeigen hingegen allesamt ausgesprochen 
konkav gebuchtete Protoplasien. 

In Glycerin kommt es bereits nach 30 Min. zur Plasmaabhebung, in den 
Basiszellen haufig nur einseitig, in den Laminazellen unter Teilprotoplasten- 
bildung. In den Blatispitzenzellen bleiben die Teilprotoplasten vielfach an 
den Querwianden haften. 

In 1.5 mol Harnstoff erfolgt nach 10—15 Min. in fast allen Zellen Ab- 
hebung des Plasmas von den Querwinden. 

In 1,2 mol Erythrit kommt es in vereinzelten Basalzellen zu konkaven 
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Einbuchtungen des Protoplasten, nach 1 Stunde auch in den Blattlamina- 
und Spitzenzellen. 

In 1.0 mol KCI sind nach 2 Min. die Blattspitzenzellen und basalwirts 
der Blattrand mit Blattbasis plasmolysiert. Nach 6 Min. zeigen die Lamina- 
zellen konkave Abhebung von den Langs- und Querwanden, in jungen 
Sprofspitzenblatter insbesonders Teilprotoplasten mit dicken Plasma- 
stringen zwischen den einzelnen Protoplasten. 

Fassen wir die an den Brachytheciaceae gewonnenen Versuchsergebnisse zu- 
sammen, so laBt sich folgendes festhalten. Die beste Plasmolysierbarkeit unter 
normalen Bedingungen zeigt Braciythecium rivulare. Es besitzt die weitma- 
schigsten Zellwiande, was seinen 6kologischen Standortverhaltnissen ganz ent- 
spricht Diese gute Membranwegsamkeit ist allerdings durch Trocknung im 
Sinne einer verminderten Durdhlassigkeit stark veranderbar, eine Tatsache, 
wie wir sie bereits an Plagiothecium- und Mnium-Arten feststellen konnten. 

Als noch gut permeabel fiir Traubenzucker und Glycerin erweisen sich 
die Zellwande normalen Materials von Eurhynchium striatum, nicht aber 
die Membranen lufttrockenen Materials. das infolge der oben geschilderten 
Verainderungen selbst in Harnstoff unplasmolysierbar ist. Eurhynchium 
Swartzii zeigt ahnliches Plasmolyseverhalien. An diesem Moos ist auch 
recht deutlich die unterschiedliche Membranpermeabilitat junger und alter 
Blattchen zu sehen. Die Zellwande von Scleropodium purum sind fiir den 
groBmolekularen Traubenzucker schon sehr schwer permeabel und 1.5 mol 
fiihrt erst nach 1% Stunden zu konkaver Plasmaabhebung. Selbst der 
kleinmolekulare Harnstoff, der am normalen Material von Br. rivulare 
bereits nach 2—3 Min. Plasmolyse bewirkt, fiihrt bei Scleropodium purum 
erst nach 10—15 Min. zu einer Plasmaabhebung. 

Die dichiesten Zellwinde wetsen Br. rutabulum und E. speciosum auf, 
die fiir Traubenzucker und Glycerin, bei E. speciosum selbst fiir Harnstoff 
undurchlassig scheinen. Bei letzterem vermag nur KCNS in einer Konzen- 
tration von 2.0 mol Plasmaabhebung zu bewirken. Das Plasmolysever- 
halten dieser Moose zeigt groBe Ahnlichkeit mit dem lufttrockenen Material. 
insofern nur Elektrolyte Plasmolyse zu bewirken vermégen und zwar, wie 
E. speciosum zeigt, um so eher, je starker die quellende Wirkung des ent- 
sprechenden Alkalisalzes ist. Ursache der Plasmolysierbarkeit dieser nicht- 
plasmolysierbaren Moose in den Alkalisalzen scheint daher nicht allein 
das kleine Molvolumen der Lésungsteilchen zu sein, sondern insbesondere 
die quellende Wirkung der Elektrolyte auf Membran und auBere Plasma- 
grenzschichten, wodurch einerseits die Membranpermeabilitat erhéht, ander- 
seits die Adhision des Plasmas an der Membran vermindert wird. Daf die- 
sen Moosen ein starkes Haftvermégen des Plasmas eigen ist. darauf laBt 
auch die stets unter Zerstérung der auBeren Plasmagrenzschichien erfol- 


gende Abhebung schlieBen. 
Rhytidiaceae: 


Aus dieser Familie wurden einige Vertreter der Gattung Rhytiadiadei- 
phus untersucht. die. nach Herzog (1926) insbesondere in der mittleren 
und oberen Bergregion zur Bildung von Massenvegetationen neigt. 
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Rhytidiadelphus loreus Warnst. wurde zusammen mit Plagiothecium 
undulatum in einem halbschattigen, mittelalten Fichtenbestand auf Gneis- 
unterlage in Hiittschlag (Grofarltal) gesammelt. Es zeigt fiir groBmole- 
kulare Stoffe wenig gut durchlassige Zellwande. 

Traubenzucker ruft in Konzentrationen von 1,2 mol erst nach 20 Min. in 
den Blattbasiszellen und in Nachbarzellen toter Zellen konkave Abhebung 
der Protoplasten hervor. Nach 40 Min. beginnen die prosenchymatischen 
Laminazellen zu plasmolysieren und zwar in der Weise, daf® sich von den 


Abb. 12. Rhytidiadelphus loreus, 45 Min. in 1,2 mol Traubenzucker, Konkaver Plas- 
molyseeintritt von den Lingswanden her, mit an den Querwanden haftenbleiben- 
den Teilprotoplasten. 


Langswianden her im Protoplasten eine konkave Einbuchtung bildet, die 
ihn schlieBlich in zwei Teile teilt, von denen je einer an einer Querwand 
haften bleibt (Abb. 12). Oft kommt es auch nur zu Ausbildung stark kon- 
kaver Buchten. Nach 1% Stunden ist auch in den Zellen der langen Blatt- 
spitze allenthalben schwacher Plasmolyseeintritt festzustellen. Erst nach 
3 Stunden weisen durchweg alle Zellen von den Querwinden abgehobene 
Protoplasten auf, zum Teil, besonders in der oberen Blaithalfte, sogar mit 
konkaven Minisken und Teilprotoplasten. 

In 1.2 mol Glycerin erfolgt konkaver Plasmolyseeintritt bereits nach 
3 Min. Fast gleichzeitig beginnt in den Laminazellen eine Abhebung von 
den Langswianden. Nur die Zellen in Umgebung toter Zellen zeigen eine 
Abhebung von den Querwianden, nach 8 Min. auch die Blattspitzenzellen. 
Nach 15 Min. sind in allen Zellen schwache Plasmaabhebungen festzu- 
stellen. Allmahlich beginnen sich die langsseitig abgehobenen Protoplasien 
der Laminazellen konkav einzubuchten und durchzuschniiren, wobei es zur 
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Teilprotoplastenbildung kommt. Die Form derselben ist in den Zellen der 
unteren Blatthalfte nach 1% Stunden noch ausgesprochen konkav, in den 
Zellen der oberen Blatthalfte konvex. Erst nach 2 Stunden zeigen die basa- 
len Blattzellen abgerundete Protoplasten. Auffallend ist die groBe Zahl der 
Teilprotoplasten in den Basiszellen, die untereinander durch die: Tiipfel 
durch Plasmastrange in Verbindung stehen. 

In 1.2 mol Harnstoff erfolgt nach 1% Min. Plasmolysebeginn von der 
Blattspitze her, zum Teil unter Abhebung von den Querwanden, zum Teil 
unter Bildung von an den Querwinden haftenden Teilprotoplasten. Nach 
3 Min. sind fast alle Zellen plasmolysiert. Der Plasmolysegrad ist recht 
gering und es erfolgt bereits nach 6 Min. Deplasmolyse. Zuerst in der 
Blattspitze, von hier basalwirts fortschreitend hat sie nach 6 Min. alle 
Zellen erfaft. 

Rhytidiadelphus triqueter. Warnst. — Eines unserer stattlichsten pleuro- 
karpen Moose, das von der Ebene bis in die Bergregion an trockenen und an 
feuchten Orten massig verbreitet ist. Es scheint eine weniger dichte Zellwand 
zu besitzen als R. loreus. 

In 1,0 mol Traubenzucker erfolgt in mittelalten, griinen Blattchen be- 
reits nach 1 Min. Abhebung des Plasmas in den Basis- und Laminazellen, 
die nach 4 Min. auch die Blattspitzenzellen erfaft hat. Die Plasmolyseform 
ist konkav, mit starken Buchten und dicken Plasmabriicken von den Proto- 
plasten an die Langswande und besonders an die Stellen, wo Tiipfel die 
Zellwand durchbrechen. Durch sie stehen die Protoplasten benachbarter 
Zellen miteinander in Verbindung. Eine Abrundung der konkaven Proto- 
plasten ist erst nach ca. 10 Stunden feststellbar, ebenso die Bildung von 
Teilprotoplasten in den langen prosenchymatischen Zellen. 

In 1,0 mol Glycerin beginnt nach % Min. Plasmaabhebung in den Basis- 
zellen. Es folgen die Blattspitzen und Laminazellen innerhalb von 4 Min. 
Die Loslésung erfolgt vor allem von den Langswanden, wobei aber keine 
so starken Buchten zustande kommen wie in Traubenzucker. Nach 35 Min. 
beginnt in den Blatispitzenzellen eine Abrundung der Protoplasten, die 
nach 3—4 Stunden alle Zellen erfaBt hat. 

Harnstoff vermag erst in Konzentrationen von 1.2 mol deutlich wahr- 
nehmbare Plasmolysen hervorzurufen, und zwar bewirkt er sofortige zwei- 
seitig. flach-konvexe Abhebungen in den Blattspitzenzellen. Nach 4—3 Min. 
zeigen alle Zellen schwach abgehobene Protoplasten. Diese geringfiigige 
Plasmolyse ist nach 10 Min. bereits wieder vollstandig verschwunden. 


Hylocomiaceae: 

Hylocomium splendens (Hedw.) Br. eur. — Das durch einen stockwerk- 
artigen Sprofaufbau charakterisierte Moos findet sich allgemein verbreitet 
in Wald, Wiese und Moor bis ins Hochgebirge. 

Es verhalt sich hinsichtlich der Geschwindigkeit des Plasmolyseein- 
trittes in Traubenzucker und Glycerin ganz ahnlich wie R. triqueter. Nur 
erfolgt die Abhebung fast immer sogleich von den Querwanden, beziehungs- 
weise es kommt zur Teilprotoplastenbildung, wobei die Protoplastenteile 
an den Querwinden haften bleiben. 
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Desgleichen bewirkt 1,2 mol Harnstoff sofortige Abhebung des Proto- 
plasten von den Querwanden in allen Zellen, die innerhalb von 3—10 Min. 
wieder verschwunden ist. 


Grimmiaceae: 


Diese Familie setzt sich vor allem aus Felsbewohnern zusammen, von 
denen, nach Herzog (1926), mehr als 50% kalkfeindlich sind. Auch 
die Gattung Rhacomitrium gilt in Europa als ausgesprochener Kiesel- 
zeiger. Das wellig gebaute Zellnetz der aus dieser Gattung ausgewahl- 
ten Spezies erweist sich fiir zellphysiologische Untersuchungen wenig 
giinstig. 

Rhacomitrium aciculare Breid. — Wurde auf feucht, schattigen Felsen 
und Gestein in der Umgebung der Preintalerhiitte gesammelt. 

In 1,2 mol Traubenzucker kommt es nach 3 Min. in den mehr rund- 
lichen Zellen der oberen Blatthalften zu einer schwachen Zuriickziehung des 
Protoplasten rundum von den Zellwanden. Dieser geringe Plasmolysegrad 
wird nun allerdings in héheren Konzentrationsstufen nicht mehr verstiarkt. 
Es scheinen hier die grofen, die Zelle fast ganz erfiillenden Plastiden eine 
weitere Volumsverkleinerung des Protoplasten nicht zuzulassen. Daf der 
Formwiderstand fester Plastiden die Form des abgehobenen Protoplasten 
bestimmen kann, wurde bisher insbesonders an Algen (W e be r 1925, Eibl 
1939, Krebs 1931) von A be] 1956 auch an Moosen beobachiet. Die basalen 
Blattzellen zeigen nach 7 Min. schwache Abhebung des Plasmas von den 
Zellbuchten an Langs- und Querwianden. Diese Zellen, denen die grofen 
Plastiden fehlen, zeigen eine deutliche Zunahme des Plasmolysegrades mit 
ansteigender Konzentration des Plasmolytikums. 

In 1,2 mol Glycerin, wo bereits nach 3 Min. Abhebung des Protoplasten 
rundum von der Membran zu beobachten ist, verhalten sich apikale und 
basale Blatizellen wie in Traubenzucker. 

1.2 mol Harnstoff vermag nur in den apikalen Blatizellen nach 1 Min. 
voriibergehende schwache Abhebung hervorzurufen, wahrend die lang- 
gestreckten, basalen Blattzellen unplasmolysiert bleiben, wie die dlteren 
Blattchen mit etwas braunlich gefarbten Zellwanden. Erst in 1,3 mol ist in 
allen Zellen eines Blattes Plasmolyse zu erzielen, die nach 15—20 Min. wie- 
der zuriickgegangen ist. 

Rhacomitrium hupnoides Lindb. — Auf kalkarmen Gestein im Ge- 
birge. zum Teil auch in der Niederung allgemein verbreitetes Moos. Die 
Zellwinde scheinen bei dieser Spezies dichter gebaut zu sein als bei 
R. aciculare. 

In 1.5 mol Traubenzucker erfolgt nach 15 Min. in den Zellen der oberen 
Blatthalfte Abhebung des Plasmas von den Membranbuchten und Zellecken 
(Abb. 13). Allmahlich tritt Plasmolyse auch in der basalen Blatthalfte ein. 
Die Basiszellen sind aber nach 2 Stunden noch immer unplasmolysiert. Erst 
nach 2% Stunden ist in allen Zellen eine deutliche Abhebung, namentlich 
von den Langswanden festzustellen. 

1.5 mol Glycerin ruft in den apikalen Blattzellen bereits nach 3 Min. 
Abhebung des Protoplasten von den Zellwandbuchten hervor. Vereinzeli 
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folgen die basaleren Laminazellen. Die Basiszellen sind nach 30 Min. noch 
unplasmolysiert. Nach 1 Stunde ist in allen Zellen Plasmolyse eingetreten. 

In 1.5 mol Harnstoff kommt es innerhalb von 2 Min. zu deuilich sicht- 
barer Abhebung von den Zellbuchten und Querwanden in fast allen Zellen, 
die nach 13 Min. wieder verschwunden ist. 

Dem trockeneren Standort entsprechend, scheint die Zellwand von 
Rh. hypnoides etwas dichter gebaut zu sein. Bei Rh. aciculare sind es die 
groBen. die Zelle fast ganz ausfiillenden Plastiden, die einen normalen 
Plasmolyseverlauf verhindern. 


Abb. 13. Rhacomitrium hypnoides, 30 Min. in 1,2mol Traubenzucker. Schwache 
Abhebung des Protoplasmas von den Membranbuchten und Zellecken. 


Einzelarten aus verschiedenen Familien: 


Aulacomnium palustre var. imbricatum Br. eur. — Ein Sumpfmoos in 
Flach- und Hochmooren. 

Innerhalb von 3 Min. sind in 1.2 mol Traubenzucker und Glycerin in 
allen Blatizellen die Protoplasten konvex abgerundet. In 1.2 mol Harn- 
stoff tritt nach 30 Sek. konvexe Plasmaabhebung ein. 

Die, auch fiir groBmolekulare Stoffe. leicht wegsamen Zellwinde sind 
fiir den feuchten Standort bezeichnend. 

Climacium dendroides Weber et Mohr. — Haufig auf sumpfigen Wald- 
wiesen: im Gebirge findet es sich auf quelligen Matten. 

Nach % Min. sind in 1,0 mol Traubenzucker und auch in Glycerin die 
Zellen alier und mitilerer Blattchen zweiseitig konvex plasmolysiert 
(Abb. 14). Die Zellen der Sprofspitzenblattchen zeigen erst nach 2 Min. Ab- 
hebung von den Querwanden. — In 1,0 mol Harnstoff kommt es zu sofortiger 
Plasmolyse, die nur in den Sprofspitzenblattern um % Min. verzégert ist. 
Nach 17 Min. sind alle Zellen deplasmolysiert. 

Die weitmaschigen Zellwinde stimmen mit der leicht hygrophytischen 
Lebensweise dieses Mooses gut iiberein. 
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Thuidium tamariscinum Br. eur. — Wiachst als feuchtigkeits- und schatten- 
liebendes Waldbodenmoos besonders im Fichten-Tannenwald. 

Die Zellen alter und junger Blattchen sind in 1,2 mol Traubenzucker, 
ebenso in Glycerin nach 3 Min. flach-konvex plasmolysiert. In 1.2 moi 
Harnstoff kommt es nach % Min. zu einer geringen Plasmaabhebung: in 
den Sprospitzenblattchen nur in den Basiszellen, die nach 6 Min. wieder 
vollstindig zuriickgegangen ist. Material von einem, zur Zeit des Sammelns 
trockenen Standort erwies sich als unplasmolysierbar. 

Pteryginandrum filiforme Hedw. — Findet sich auf Baumen und Felsen 
in der Bergregion. 

In 1,2 mol Traubenzucker erfolgt nach 2 Min. in allen Blattzellen Ab- 


Abb. 14. Climacium dendroides, 15 Min. in 1,0 mol Traubenzucker. Konkay-konvexe 
Abhebung der Protoplasten unter zahlreicher Teilprotoplastenbildung. 


hebung des Plasmas, in den Zellen der Blattlamina einseitig konvex mit 
positivem Plasmolyseort der Blatispitze zu, in der langen Priemenspitze 
ebenfalls einseitig konvex mit positivem Plasmolyseort der Blattspitze zu. 
Nach 6 Min. sind vielfach zweiseitige Plasmolysen festzustellen. 

Fiir Glycerin sind AuBen- und Querwiande der Zellen bereits gleich gut 
permeabel, wie aus der nach 2 Min. in allen Zellen eintretenden konkaven 
Plasmaabhebung zu schlieBen ist. 

In Harnstoff erfolgt Plasmolysebeginn nach 1 Min. mit gréftenteils 
zweiseitig abgerundeten Protoplasten. Nach 17 Min. sind aufer den Basis- 
zellen alle Zellen deplasmolysiert, jene deplasmolysieren erst nach 20 Min. 

Dieses Moos zeigt ebenfalls nur einen geringen Membranwidersiand, 
doch treten mit zunehmendem Molvolumen der Plasmolytica Unterschiede 
im Membranbau zwischen Aufen-. Quer- und Langswanden deutlich hervor. 


Hypnum pallescens. Br. eur.: 
An dem mir von diesem Moos zur Verfiigung stehendem Material konnte 
ich in den Anelektrolyten, Traubenzucker, Glycerin und Harnstoff keine 
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Plasmolyse erzielen, nur in KCl erfolgte voriibergehende Abhebung des 
Plasmas. 

In 1,0 mol KCl tritt nach 10 Min. in den parenchymatischen Blattbasis- 
zellen konvexe Abhebung des Protoplasten ein. Die prosenchymatischen 
Zellen der unteren Blatthalfte zeigen nur schwache Zuriickziehung der 
Protoplasten von den Zellecken. Die Zellen gegen die Blattspitze zu sind 
unplasmolysiert. Innerhalb von 20 Min. ist die Plasmolyse zuriickgegangen. 

In Traubenzucker und Glycerin ist keine Plasmolyse zu erzielen, auch 
nicht in héheren Konzentrationen. Nur an angeschnittenen Blattchen kommt 
es in 1.0 mol Traubenzucker am Schnittrand zu einem Austreten des Zell- 
inhaltes aus den verletzten Zellen in Form von Kugeln mit anhaftenden 
Plastiden. 

2.0 mol Harnstoff fiihrt ebenfalls zu keiner Plasmolyse, nur Austreten 
von Plasmaballen wurde wieder beobachtet. Werden die Blattchen im 
apikalen Teil angeschnitten, so treten vom Zellinhalt aus den verletzten 
Zellen nur kleine Teile aus. ohne daf Abrundung erfolgt. Vielleicht fehli 
in diesen kurzen, eng prosenchymatischen Zellen ein die Geschwindigkeit 
der Protoplastenrundung beschleunigender Tonoplast (Tirold 1933). DaB 
diese Zellen auch in KCI unplasmolysierbar sind, wiirde sich so erklaren. 

Weiter konnte ich beobachten. daf der Zellinhalt bevorzugt und rascher 
aus den angeschnittenen Zellen solcher Blattchen austrat, die langere Zeit 
vorgewassert worden waren. Und an einem durch 24 Stunden gewasserten 
Stéammchen war in 3.0 mol Harnstoff nach 2 Min. voriibergehende Plas- 
molyse zu erzielen, die zum Teil konvex in den langen, prosenchymatischen 
Laminazellen unter Zweiteilung des Protoplasten erfolgte, wobei die Teil- 
protoplasten durch Plasmafiaden in Verbindung bleiben. Binnen 15 Min. 
waren alle Zellen wieder deplasmolysiert. Die Zellen werden also durch 
entsprechend lange Wasserung wieder einigermafen, auch in Lésungen von 
Nichtleitern, plasmolysierbar. 


5. Besprechung der Versuchsergebnisse 


Aus den gesamten Versuchsresultaten laBt sich zur Beantwortung der 
Frage — Ursache der Schwerplasmolysierbarkeit beziehungsweise Nicht- 
plasmolysierbarkeit der Laubmoose — folgendes beitragen. 

Die Schwerplasmolysierbarkeit der Laubmoose ist hauptsachlich durch 
eine Schwerdurchlassigkeit der Zellwande fiir die Diosmotika bedingt. Das 
geht aus den unterschiedlichen Plasmolyseeintrittszeiten deutlich hervor. 
Dieselben sind im allgemeinen, bis auf die wenigen sehr gut plasmolysier- 
karen Arten wie Plagiothecium denticulatum, Calliergon Richardsonii, 
Climacium dendroides, ... in kleinmolekularen Plasmolyticis stets kiirzer 
als in grofmolekularen. An schwerplasmolysierbaren Moosen, wie zum 
Beispiel Scleropodium purum, kann dabei der Unterschied zwischen dem 
Plasmolyseeintritt in Traubenzucker und dem in Harnstoff iiber eine Stunde 
betragen. 

Aus Versuchen an angeschnittenen Blattchen geht. analog den Befunden 
von Huber und Héfler (1930), Mender (1938), Bieb] (1954), her- 
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vor, dai Aufen-, Quer- und Langswande der Blattzellen bei den einzelnen 
Moosarien oft recht erhebliche Unterschiede im Permeabilititsverhalien 
zeigen. Viele Moose, so die meisten Mnia und Brya, besitzen nur sehr dicht 
gebaute Aufenwinde. Bei manchen sind auferdem auch die Querwinde 
sehr dicht gebaut (Beispiel: Mnium cuspidatum, M. spinosum), wahrend die 
Langswande sehr gute Wegsamkeit zeigen. Es kénnen aber auch alle Zell- 
winde gleich dicht (Scleropodium purum) oder gleich weitmaschig (Callier- 
gon Richardsonii) gebaut sein. Innerhalb einer artenreichen Gattung sind 
alle méglichen Bauarten zu finden, vielfach iiberwiegt aber ein Typus an 
Haufigkeit. 

Viele Arien lassen auch, wie schon Mender (1938) fiir Bryum capil- 
lare feststellen konnte, innerhalb ein und desselben, insbesondere ilterer 
Blattchen, Unterschiede in der Membranbeschaffenheit beobachten. Plagio- 
thecium-Arten zeigen meist weniger dicht gebaute Basis- als Spitzen- und 
Laminazellwande, Brachythecium-Arten eine bessere Wegsamkeit in den 
Spitzen als in den Basis- und Laminazellwanden. Die Durchlassigkeitseigen- 
schaften gleichalter Moosblattchen sind also fiir die Art spezifisch. 

Kressin (1935) hat gezeigt, daB die Zellwinde ilterer Blattchen der 
Diffusion grofmolekularer Stoffe einen geringeren Widerstand entgegen- 
setzen als die von jungen Blattchen eines Moosstammchen. Solche Unter- 
schiede im Diffusionsvermégen, die auf entwicklungsphysiologisch bedingte 
Verainderungen der Moosmembranen zuriickzufiihren sind, konnten am vor- 
liegenden Material immer wieder beobachtet werden. (Vgl. insbesondere 
P. neglectum S.3 und E. Smartzii S. 13.) 

Mit diesen altersbedingten Unterschieden der Membran gehen entspre- 
chende Unterschiede des Plasmas Hand in Hand. In den Zellen junger 
Blattchen zeigt das Plasma, insbesondere an den Querwianden, ein viel 
starkeres Haftvermégen als in den Zellen alter Blatter. Diese bereits 1935 
ebenfalls von Kressin an Moosblattchen gemachte Beobachtung stimmt 
damit gut mit der von Strugger (1934) an héheren Pflanzen fesige- 
stellten Tatsache iiberein, wonach in jiingeren noch wachsenden Zellen eine 
innigere Verbindung von Protoplast und Zellwand besteht, als dies in 
alteren, ausgewachsenen Zellen der Fall ist. 

Protoplasmatische Differenzierungen sind nicht nur am Moospflanzchen 
sondern auch in ein und demselben Moosblattchen zu finden, wie dies auch 
auf Grund friiherer Untersuchungen an Moosblattchen vor allem von 
Kressin (1935), Bieb] (1935, 1940 a, b, 1948, 1949), Scheibmaier 
(1937), Mender (1938) und Abel (1956) zu erwarten war. So lassen 
die Blattbasiszellen der hier untersuchten Moosarten stets langere Run- 
dungszeiten feststellen, scheinen also ein viskoseres Plasma zu_besitzen 
als die Blattspitzenzellen. Wenn wir der Angabe folgen, daf die Basis- 
zellen der Moosblattchen die jiingsten Teile, Rand- und Spitzenzellen die 
altesten Teile darstellen, dann kénnen diese plasmatischen Verschieden- 
heiten aus dem unterschiedlichen Entwicklungszustand der Zellen erklart 
werden. Allgemein scheint jedoch fiir den Plasmolyseeintritt die Viskositat 
kaum eine Rolle zu spielen, gegeniiber dem Zellwandwiderstand und der 
Adhision, die allenthalben an jungen Moosblattchen und an der Trockenheit 
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ausgesetztem Moosmaterial von Einflu# ist: wir kommen darauf noch zu 
sprechen. 

In den Zellen der oberen Blatthalfte von Rhacomitrium aciculare sind 
es groke, den ganzen Zellraum erfiillende Plastiden, die den normalen 
Verlauf der Plasmolyse hemmen. Dieser Faktor konnte ansonsten nur 
noch manchmal an einzelnen Blattchen von Plagiothecium-Stammchen be- 
obachtet werden, die sich bereits durch ihre dunkelgriine Farbe und die 
vermehrie Chloroplastenzahl von den anderen Blittchen unterschieden. 
Abel (1956) siellte fiir solche. wahrscheinlich in einem bestimmten Sta- 
dium des Alterns sich befindlichen Blattchen, eine héhere Trockenresistenz 
fest als fiir die tibrigen Stammblattchen. In sehr jungen Zellen ist, wie schon 
Strasburger (1901) richtig feststellte, vielfach ein mangelnder Zell- 
saftraum Ursache des gehemmten Plasmolyseverlaufes, doch auch in alten 
Zellen, wie den schmalen, kurzen Zellen des oberen Blattdrittels von Hyp- 
num pallescens (s. S. 16) kann dieser Faktor von Bedeutung sein. 

Den Veranderungen der Membran und des Plasmas im Laufe der Ent- 
wicklung, den altersbedingten Membranunterschieden, sind die allerdings 
reversiblen Membrananderungen gegeniiberzustellen, die durch Anderungen 
der AuBenfaktoren, durch die Feucht-Trockenunterschiede bewirkt werden. 
So hat zunehmende Lufttrocknis, wie an entsprechendem Material von 
Plagiothecium silvaticum, P. Roeseanum, P. succulentum, Mnium spinosum, 
Brachythecium rivulare, Eurhynchium striatum zu beobachten ist, eine 
schwerere Plasmolysierbarkeit zur Folge —, Feuchtigkeit beziehungsweise 
Feuchtkultur das Gegenteil. Fiir diese schwere Plasmolysierbarkeit ist wohl 
eine Zunahme der Zellwanddichte verantwortlich zu machen, die selbsi fiir 
den kleinmolekularen Harnstoff noch soviel auszumachen scheint, daf die 
gleichzeitige Permeation desselben in die Vakuole keine Plasmaabhebung 
eintreten laBt. Bieb1| (1954) stellte ein ahnliches Verhalten in Formamid 
fiir die schwerplasmolysierbaren Blattchen von Mnium punctatum und 
M. serratum fest. Die zunehmende Membranunwegsamkeit scheint dabei 
in vielen Fallen mit einer verminderten Wasserpermeabilitaét und einer 
Zunahme der Viskositat der AauBeren Plasmagrenzschichten Hand in Hand 
zu gehen. Die fast stets unter Zerstérung der AuBeren Plasmaschichten vor 
sich gehende Plasmolyse der schwerstplasmolysierbaren Moosarten, Brachy- 
thecium rutabulum, Eurhynchium speciosum in den Alkalisalzen Jaki 
darauf schlieBen. 

Diese Plasmolysierbarkeit der in Nichtleitern unplasmolysierbaren 
Moose, sowie der allgemein rascherere Plasmolyseverlauf normal plasmoly- 
sierender Moose in Alkalisalzlésungen, ist wohl nicht allein auf das kleine 
Molvolumen der Lésungsteilchen dieser Diosmotika zuriickzufiihren. Eine 
besondere Bedeutung diirfte hier den auf Membran und auBere Plasma- 
grenzschichien quellend wirkenden Eigenschaften der Elektrolyte beizu- 
messen sein, indem dieselben die Membranpermeabilitat erhéhen und die 
Adhiision des Plasmas an die Membran herabsetzen. 

Forster (1953) hat fiir Rhiziclonium gezeigt, daB der Stoffdurchtritt 
durch die Zellwande dieser Alge, aufer von der TeilchengréRe der Stoffe. 
auch vom Quellungszustand der Membran abhangt, und zwar wird die 
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Durchlassigkeit durch Quellung erhéht, durch Entquellung erniedrigt. Er 
stellt sich vor, daf stark entquellend wirkende oder Stoffe mit groBer Teil- 
chengréRe in héheren Konzentrationen sich den Durchtritt durch die Mem- 
bran infolge Entquellung derselben selbst blockieren. 

Hartel (1940) stellte eine vom Quellungszustand der Membran ab- 
hangige Stoffdurchlassigkeit an schwerplasmolysierbaren Hymenophylla- 
ceen fest. Er beobachtete, da durch Luftvorbehandlung die Durdhlassig- 
keitseigenschaften der Hymenophyllaceenmembran und die Wasserperme- 
abilitaét vermindert, die Viskositat der auBeren Plasmagrenzschichten er- 
héht wurde, wihrend Vorbehandlung mit Wasser das Gegenieil bewirkt. 
Hartel fiihrt diese Verainderungen auf Ladungsanderungen der Membran 
und des Plasmas im Sinne einer Anderung des Quellungszustandes der 
Zellwand und damit der Membranporen zuriick. 

DaB auch bei den Laubmoosen fiir die Stoffdurchlassigkeit der Membran, 
auRer der Teilchengréfe der Stoffe, der Quellungszustand der Zellwand 
eine Rolle spielen diirfte, dafiir spricht, neben der Plasmolysierbarkeit der 
selbst schwerst plasmolysierbaren Moose in den quellend wirkenden Elek- 
trolytlésungen, besonders die leichte Plasmolysierbarkeit von feucht kulti- 
viertem beziehungsweise gut gewassertem Material. So konnte durch langes 
Wiassern ja sogar das sonst unplasmolysierbare Hypnum pallesens plas- 
molysierbar gemacht werden. Die starke, allerdings langsame Quellfahig- 
keit beziehungsweise Eniquellbarkeit der Zellwande der Laubmoose ist eine 
oft besprochene Tatsache. Pfeffer (1897), Steinbrinck (1899, 1900, 
1910), Miiller (1909), Prat und Minassian (1929) und Renner 1935), 
machen auf Grund ihrer Versuche iiber die Transpiration bei Polytridium 
commune die Zellwand allein fiir die Schnelligkeit der Wasseraufnahme 
und des Wasserverlustes verantwortlich. 

Diese an den Membranen einer Art zu beobachtenden Feudchi- und 
Trockenunterschiede sind innerhalb einer Gattung zwischen den feuchte und 
trockene Standorte bewohnender Arten wiederzufinden. So zeigt innerhalb 
einer Gattung die Art der feuchtesten Standorte unter normalen Bedingun- 
gen die beste Plasmolysierbarkeit. scheint demnach die weitmaschigsien 
Zellwiinde zu besitzen; z. B. Mnium cinclidioides innerhalb der Gattung 
Mnium, Plagiothecium undulatum, P. denticulatum innerhalb der Gattung 
Plagiothecium u. a. Ein Landmoos einer bestimmten Gattung kann aber 
durchaus besser plasmolysierbar sein — Pteryginandrum filiforme — als ein 
Wassermoos einer anderen Gattung — Platyhypnidium rusciforme. Allge- 
mein ist jedoch zu beobachten, dak die Moose der feuchtesten Standorie, 
Sumpf, Wasser, Moor, die weitmaschigsten Zellwande aufweisen, so die ver- 
schiedenen Arten aus der Familie der Amblystagiaceen S. 11 —, die Moose 
trockener und trockenster Standorte die dichtest gebauten Zellwande — 
Mnium spinosum, Scleropodium purum. Die Bewohner feuchter oder trocke- 
ner Standorte des Waldes — fast alle Plagiotheciaceen, die meisten Mnia und 
Brya — zeigen keine solche Einheitlichkeit in der Ausbildung der Zellwiande. 
Hier offenbart sich die eingangs erwahnte Mannigfaltigkeit, wie dichte 
AuBenwinde, wegsamere Quer- und Seitenwainde usw. Neben den Formen 
mit mittlerer Durchlassigkeit. Plagiothecitum neglectum, P.  siloaticum, 
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P. platyphyllum, Bryum capillare, finden sich hier einerseits Uberginge 
bis zu leichtester Plasmolysierbarkeit entsprechend den Zellwandeigen- 
schaften der Hygromorphen, Plagiothecium denticulatum Thuidium tama- 
riscinum, und andererseits Uberginge bis zu Schwerplasmolysierbarkeit 
entsprechend einem mehr xerophilen Bau, Mnium cuspidatum. 

Die schon durch ihre Standortsanspriiche als Hygro-, Meso- und Xero- 
phyten gekennzeichneten Moose unterscheiden sich also nicht nur in der 
morphologischen Ausbildung der Zellwanddicke und des Blattzellnetzes, 
sondern jeweils auch durch entsprechend unterschiedliche Membraneigen- 
schaften. 

Abel (1956) stellte in seinen Untersuchungen iiber die Austrocknungs- 
resistenz der Laubmoose fest, daB sich zwischen Trockenresistenz der Arten 
und dkologischem Anspruch enge Beziehungen herstellen lassen. Er findet 
allgemein fiir die Hygrophyten niedere, fiir die Xerophyten hohe primire 
Trockenresistenzen und Vortrocknungsschwellen, fiir die Mesophyten eine 
niedere primare aber hohe Vortrocknungsschwelle, womit diese Moese 
~einerseits Eigenschaften der Hygrophyten besitzen, andererseits sich dem 
Verhalten der Xerophyten nahern*. Die sowohl von mir als ihm unter- 
suchten Arten lassen einen Vergleich der Trockenresistenz mit der Mem- 
branwegsamkeit zu. Es zeigt sich, da die am wenigsten resistenten Arien 
innerhalb einer Gattung, Plagiothecium denticulatum, P. undulatum, 
M. cinclidioides, die hygrophytischen Amblystegiaceen, die weitmaschig- 
sten Membranen beobachien lassen, die resistenteren Arten, Mnium spino- 
sum, P. Roeseanum, Eurhynchium striatum, Rhacomitrium hypnoides, un- 
wegsamere Zellwinde. Es scheint in diesen Fallen Membranwegsamkeit und 
Austrocknungsresistenz sich gleichsinnig zu verhalten. 

Diese durch geanderte Aufenfaktoren verursachten Anderungen der 
Membraneigenschaften kénnten, im Sinne Biebls (1949) zur Unterschei- 
dung einer 6kologisch beziehungsweise konstitutionell bedingten Schwer- 
plasmolysierbarkeit fiihren. Dazu ist aber zu sagen, daf die durch 
Trocken- und Feuchtigkeitsunterschiede verursachte schwerere beziehungs- 
weise leichtere Plasmolysierbarkeit wohl dkologisch bedingt ist, im unter- 
schiedlichen Verhalten der Arten und in der generellen Schwerplasmolysier- 
barkeit gewisser Formen jedoch ein ansehnlicher konstitutionell bedingter 
und fiir die Arten mehr oder minder spezifischer Rest cytologischer Eigen- 
schaften bleibt. 


Zusammenfassung 


Bei den Untersuchungen nach den fiir die Erscheinungen des Plasmolyse- 
verzuges bei den Laubmoosen mafgeblichen Faktoren, von denen ins- 
besondere fiinf in Frage kamen, und zwar: 


1. der Diffusisonswiderstand der Zellwand fiir die plasmolytischen 
Reagenzien, 

2. das Haftvermégen des Plasmas an der Zellwand, 

3. der Permeationswiderstand des Plasmas gegen den Wasserdurchtritt, 

4. der Widerstand des Plasmas gegen Formveranderungen, 
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3. ein mangelnder Zellsaftraum, beziehungsweise die Raumerfiillung 


durch Plasma und Plastiden, 
konnte folgendes beobachtet werden. 


Die hiufigste Ursache fiir die Schwerplasmolysierbarkeit der Laubmoose 
ist eine Schwerdurchlassigkeit der Zellwinde fiir die 
Diosmotika. Dieser Zellwandwiderstand iiberdeckt fast stets alle an- 
deren fiir einen verzégerten Plasmolyseverlauf noch maBgeblichen Faktoren. 

An jungen Blattchen ist haufig. wie schon Strasburger (1901) fest- 
stellen konnte, ein mangelnder Zellsaftraum unmitielbare Ursache des 
gehemmten Plasmolyseverlaufes. Aus dem gleichen Grund kann auch in 
alteren Blattchen (z. B. in den kurzen Zellen des oberen Blattdrittels von 
Hypnum pallescens) Plasmolyseverzug zustande kommen. 

Gegebenenfalls tritt wohl auch die Adhasion, besonders in jungen Blatt- 
chen (z. B. der Zuwachssprosse von Plagiothecium neglectum) und vor allem 
an der Trockenheit ausgesetztem Moosmaterial starker in Erscheinung. 

Bei Rhacomitrium aciculare und vereinzelten, in bestimmtem Alter be- 
findlichen Blattchen von Plagiothecium-Arten sind es grofe, die ganze Zelle 
erfiillende Plastiden, die den Plasmolyseverlauf verzégern. 

Im Laufe der Entwicklung ist eine Anderung in den Durdchlassigkeits- 
eigenschaften der Moosmembranen festzustellen. So sind die Zellwande 
alterer Blatichen besser wegsam als die der mittleren und jungen Blatichen. 

Den altersbedingten Membranunterschieden stehen die, allerdings rever- 
siblen, durch Anderungen der Aufenfaktoren, also ékologisch bedingten 
Membrananderungen gegeniiber. So bewirkt Lufttrockenheit eine schwere 
Plasmolysierbarkeit. Als Ursache kommen in Betracht: Eine Zunahme der 
Zellwanddichte, eine Abnahme der Wasserpermeabilitat und eine Erhéhung 
der Viskositat der auferen Plasmagrenzschichten. — Feuchtkultur hat 
gegenteilige Veranderungen zur Folge. 

Die schwerere Plasmolysierbarkeit trockenen Moosmaterials, beziehungs- 
weise die leichtere von feucht gehaltenem (vgl. die Untersuchungen an den 
verschiedenen Plagiothecium-Arten) sowie die Plasmolysierbarkeit von in 
Nichtleitern unplasmolysierbaren Moosen in quellend wirkenden Alkalisalz- 
lésungen, darauf schliefen, da bei den Laubmoosen fiir die Durch- 
lassigkeit der Membran auBer der TeilchengréBe der Stoffe auch der Quel- 
lungszustand der Zellwand eine grofe Rolle spielt. 

Mit den aliers- und dkologisch bedingten Anderungen der Membran- 
eigenschaften gehen Anderungen des Plasmas Hand in Hand. So sind in 
jiingeren Bliattchen stets héhere Rundungszeiten der Protoplasten fest- 
zustellen als in alteren Blattchen. Ebenso zeigen die Blatichen lufttrockenen 
Moosmaterials héhere Rundungszeiten als Blatichen feucht gehaltener 
Moose. 

Viele Moosarten lassen auch innerhalb derselben, insbesonders alterer 
Blattchen Unterschiede in der Membranbeschaffenheit beobachten, wie an 
den Blatispitzen- und -basiszellen bei Plagiothecium- und Brachythecium- 
Arten zu sehen ist. 

Sehr haufig sind auch plasmatische Unterschiede zwischen Spitzen- und 
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Basiszellen eines Blattchens festzustellen, wobei allgemein die letzteren 
héhere Rundungszeiten aufweisen. 

Die schon durch die Standortsanspriiche als Hygro-. Meso- und Xero- 
phyten gekennzeichneten Moose unterscheiden sich nicht nur in der morpho- 
logischen Ausbildung der Zellwanddicke und des Blattzellnetzes, sondern 
jeweils auch durch entsprechend unterschiedliche Membraneigenschaften. 
Man darf annehmen, daff die Hygrophyten im allgemeinen durch weit- 
maschige, die Xerophyten durch dichte Zellwande gekennzeichnet sind, wih- 
rend die Mesophyten alle Uberginge in der Beschaffenheit ihrer Zellwinde 
zeigen. Die engen Beziehungen zwischen Membraneigenschaften und Stand- 
ortsbedingungen sind weiters vielfach im gleichsinnigen Verhalten von 
Membranwegsamkeit und Austrocknungsresistenz (vgl. A bel 1956) zu er- 
kennen. 
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Uber die Elaioplasten der Rotalge 
Laurencia obtusa 


Von 
Themistokles Diannelidis und Karl Héfler 


Aus dem Botanischen Institut der Universitat Thessalonike 
Mit 11 Textabbildungen 
(Eingegangen am 19. Juni 1958) 


I. 


Am 12. April 1958 unternahm Héfler eine Algenexkursion nach den 
Grotten an der Nordwestkiiste der Kykladeninsel Mykonos. An der 
senkrechten. nordgelegenen Wandung am Héhleneingang fand sich auf 
Gneisgranit eine reiche Algenvegetation, die sich zumeist aus kleinen Stein- 
haftern zusammensetzte. Unter ihnen war eine zierliche, ein bis wenig cm 
groke Rotalge. die das Material zu der folgenden Untersuchung lieferte. 
Die Alge wurde, mit anderen, in groBen Glasern mit Standortswasser einge- 
bracht. sorgsam gepflegt, vor Besonnung geschiitzt, sodann auf der Fahrt 
mit Dampfer und Bahn kiihl gestellt und am 18. bis 23. April im Botani- 
schen Laboratorium der Universitat Thessalonike untersucht. Hier wurde 
die Alge von Diannelidis als eine kleine Form (Abb. 1) der sehr 
variablen Art Laurencia obtusa (J. Ag.) 1 identifiziert. 

Bei der Durchsicht des aus Mykonos eingebrachten Materiales fiel die 
Rotalge durch ihre héchst eigenartigen Inhaltskérperchen auf. In 
jeder Zelle der Rindenschicht des Thallus liegt ein ovales, stark lichi- 
brechendes Gebilde von der aus Abb. 2, 3. und 6 ersichtlichen Form. Uberall 
liegt das K6rperchen mit der Breitflache der basalen Seite der rundlich- 
polygonalen Zellen an. Es ist meist streng ellipsoidisch mit glatter, praller 


1 Vel. z. B. Funk (1927, S. 447; 1955, S. 141). Er unterscheidet eine griine (L. 
viridis) und eine rote Form. Um Mykonos findet sich L. obtusa haufig epiphytisch 
in den lichtexponierten Cystosira-Wiesen. Die Pflanze ist schon bei Schiffner 
und Schussnig (in Rechinger 1943, S. 9) erwahnt (..Mykonos: Bucht Panor- 
mos, auf Cystosira Rechingeri, ausgeworfen — R.. Schiff n.. Alg. mar. 1821") und 
wird dort zur var. laxa Kizg., Alg. 852. gestellt. Vgl. Diannelidis (1950, S. 78). 
Unsere zarte. 1 bis 2cm hohe, wenig verzweigte Héhlenform ist davon deutlich 
verschieden und wire etwa als fo. spelaia zu bezeichnen. 
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Oberflache, mitunter nach der Zellwand hin leicht bohnenférmig abgeflacht. 
Lichtbrechung und Glanz machen die Gebilde héchst auffallig, bei Meeres- 
algen waren uns beiden ahnliche Inhaltskérper nicht begegnet: sie erinnern 
im Aussehen einigermafen an gewisse Olkérperchen der Lebermoose. lhre 
GréRe ist in erwachsenen Zellen recht einheitlich und betragt 11 bis 12 in 
der Linge, um 8 im Querdurchmesser. Einzelne Korner messen_ bis 
14X9% wu. 

Nur die Zellen der AuBenrinde, die bei unserer Alge fast epidermis- 
ahnlich differenziert ist. enthalten die Kérperchen. Die langsgestreckten 
Parenchymzellen des groBzelligen Markgewebes im Thallusinneren sind von 
ihnen frei, nur ausnahmsweise wurden einmal 
auch in Zellen der zweitiufersten Lage einige 
Kérperchen beobachtet. Die Verteilung wird zu- 
mal im Lingsschnitt und Querschnitt der Thal- 
lusglieder deutlich (Abb. 4, 5). Die Zellen der 
Rindenschicht fiihren die eif6rmigen K6rperchen 
(wir haben sie in unseren Protokollen kurz als 
.ova* bezeichnet) bis an den eingesenkt vertief- 
ten Scheitel der Astchen hin und zumal senk- 
recht zur Achse gefiihrte Flachenschnitte aus der 
Region des Scheitels lassen erkennen, daf die 
Inhaliskérperchen hier in den zu Lingsreihen 
angeordneten Rindenzellen bis in die jiingsten Abb. 1. Laurencia obtusa 
Stadien vorhanden sind. Sie sind dort naturge- fo. spelai 2:1. 
maf kleiner, aber relativ bereits gréfer als im 
erwachsenen Zustand, indem sie einen wesentlich gréBeren Teil des Zellen- 
volumens einnehmen. Ob sie bei den letzten Teilungen der Rindenzellen 
sich auch durch Teilung vermehren, bleibt an lebhafier wachsendem 
Maierial, als es uns zur Verfiigung stand, zu untersuchen. Unsere bis- 
herigen Eindriicke waren mit der Annahme, daf sie sich teilen, vereinbar, 
da wir die Kérperchen mehrfach zu zweit in den Zellen des jungen, in 
Teilung begriffenen Gewebes liegen sahen. 

Daf die Kérperchen im Plasma, nicht im Zellsaft liegen, ist beim 
Nekroseverlauf, auf den bald naher einzugehen sein wird, leicht und ein- 
deutig zu erkennen. Fiir ihre Organellen-Natur spricht wohl auch ihre so 
auffallige polare Lage in den Zellen. Als Ausnahme erscheinen hier nur die 
sternformig angeordneten Zellgruppen (Abb. 3), die sich an jedem Thallus- 
glied in der Rindenlage in geringer Zahl aber regelmafig wiederfinden. 
Hier liegen die eif6rmigen K6érperchen iiberall aufen im breiteren Teil der 
sektorial angeordneten Zellen, freilich nicht so streng der AuRenwand an- 
liegend wie in den iibrigen Rindenzellen. 


Die Literatureinsicht ergab, da® die auffalligen Inhaltskérperchen, die in der 
Gattung Laurencia nur der Art obtusa zukommen. wie zu erwarien. schon wieder- 
holt die Aufmerksamkeit der Feorscher auf sich gezogen haben. 


Zuerst hat sie Berthold (1882, S. 708) beobachtet. Er erwahnt sie unier den 
..Vorrichtungen zum Schutz gegen hohe Lichtintensititen im Plasma der einzelnen 
Zellen*. Er sagt im AnschluB® an die Beschreibung der irisierenden Platten anderer 
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Rot- und Braunalgen: ..So findet sich im Zellsaft der Oberflaichenzellen der Thal- 
lome von Laurencia obtusa I. Ag. constant je eine stark lichtbrechende homogene 
Masse von sehr charakteristischer Form. Dieselbe erscheint von der Flache kreis- 
férmig, von der Seite nierenférmig, mit einem kurzen zapfenférmigen Vorsprung in 
der Mitte der concaven Fliche. Die Flachenansicht der letzteren zeigt ausser diesem 
Vorsprung in der Mitte nech 3 bis 5 voneinander durch Vertiefungen getrennte Pro- 
tuberanzen der peripherischen Masse, wihrend die entgegengesetzte, gewélbte Fliche 
glatt ist. ... Bemerkenswert fiir alle diese Bildungen. deren Zahl bei naherer Beriick- 


Abb. 2 und 3. Thallusglied. in jeder Zelle ein basal gelagerter Elaioplast. 


Abb. 3 stirker vergréBert. 


sichtigung sich wohl noch vermehren diirfte. ist, dass sie auffallend constant vor- 
kommen und schon sehr friihzeitig in den nech jugendlichen Zellen in der Nahe der 
Scheitel angelegt werden, ein Umstand. der fiir eine wesentliche Function derselben 
im Leben der betreffenden Zellen spricht.* 

Als nachster hat Wak k er (1888, S. 488) ein Schiiler von de Vries, die Inhalts- 
kérperchen von Laurencia obtusa und Plocamium coccineum untersucht und sie — 
mit Vorbehalt auf Grund ihres Verhaltens gegen absoluten Alkohol, verdiinnte 
KOH und konz. H,SO, — den Elaioplasten zugezahlt. .Ich denke mir sie gebaut 
wie ein Schwamm mit dusserst glatter Oberflache, welcher aus protoplasmatischer 
Substanz besiteht und in dessen Maschen sich das Oel vorfindet, welches durch 
wasserentziehende Mittel ausgetrieben wird.” 

Ausfiihrlich hat sich weiter mit den Inhaltskérpern von Laurencia Hansen 
(1892, S. 283) beschaftigt. dessen Darstellung aber mehrere leicht ersichtliche Irr- 
tiimer enthalt. die z. T. im Schrifttum fortgewirkt haben. ..Die oberflachliche Zell- 
schicht besteht aus kleineren Zellen mit dickeren Wanden. Kleine Chromatophoren 


Abb. 2. Abb, 3. 
: 
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liegen den Wanden an. Der Zellsaft ist zuweilen noch durch einen gelben Farb- 
stoff gefirbt, der beim Absterben der Algen leicht in das Wasser diffundiert. In 
den Zellen der Oberflache liegen Gruppen kleiner Tropfen (Fig. 14 a, b). Die iibrigen 
Zellen enthalten einen relativ grofen, stark lichtbrechenden Kérper von merk- 
wiirdiger Gestalt. Am besten laft er sich mit einer Kirsche vergleichen (Fig. 14 ¢, d). 
da sich bei kugeliger Gestalt an der einen Seite eine Vertiefung befindet. Sehr auf- 
fallend ist seine einseitige Lage in der Zelle. Immer liegen die Kérperchen der 


Abb. 5. 
Abb. 4 und 5. Thallusglied, langs und quer. 


einen Zellwand niher. Sie liegen etwas schief, sodass es nicht gelingt. an einer 
Art von Schnitten iiber ihre Form ins Klare zu kommen. Durch Vergleich von 
Quer- und Flachenschnitien aber lat sich dieselbe feststellen. Der eigenthiimliche 
Eindruck schien mir mit einem Stiel in Verbindung zu stehen, und mit Seibert 
Immers. 9 lief sich auch feststellen, da® ein stielférmiger Protoplasmafaden die 
Kugel an den Wandbelag anheftet. Zu gleicher Zeit beobachtet man aber dann, dass 
auch von der Oberfliche nach allen Richtungen zarie Protoplasmafiden aus- 
strahlen, welche nach anderen Wandstellen der Zelle verlaufen, so daf die Kugel 
in ihrer Lage verharrt (e). Das ganze Gebilde ist aufzufassen als ein Protoplasma- 
sack, als eine an den zarten Faden aufgehingte Vacuole. in welcher eine Sub- 
stanz anderer Art aufgespeichert ist.~ .....Man kann leicht durch Beobachtung der 
Haare von Laurencia dariiber Rechenschaft geben, wie diese sonderbar in der Zelle 
befestigte Blase zustande kommen muss. Der Inhalt wird schon in jungen Haar- 
zellen (g) in einer Vacuole im Protoplasma abgeschieden. Indem die Zellen wachsen 
und das Protoplasmanetz zu immer feineren Faden ausgezogen wird, erscheint die 
Blase endlich in ihrer charakteristischen Aufhaingung in den Zellen. Ich zweifle 
nicht daran, dass die Einwanderung der Substanz in die Vacuole durch die Proto- 


Abb . 
: 
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plasmafiden vor sich geht. Die Kugeln, d. h. der Inhalt der Vacuole, fiirben sich 
mit Osmiumsiure schwach braun, mit Jod braun.” 

Golenkin (1895) hat Hansens fehlerhaften Schluf. da® die mit stark 
lichtbrechender Substanz erfiillten Vakuolen eine Art Glykogen enthalten, richtig- 
gestellt. Er fiihrt die erste eingehendere mikrochemische Untersuchung durch und 
sagt, daB sich die Kérperchen zwar entwickeln wie eine Vakuole: aber der Inhalt 
dieser Vakuolen hat mit Glykogen gar nichts zu tun und zeigt fast alle charak- 
teristischen Reaktionen, die von Zimmermann und Raciborski fiir die 

Elaioplasten von Kormophyten ange- 
geben werden. Beim Zerdriicken und bei 
Behandlung mit gesattigter Kalilauge 
sowie mit Chloralhydrat tritt der In- 
halt der Kérperchen in Form klarer 
Tropfen aus, die sich in Chloralhydrat 
binnen einiger Stunden vollstandig auf- 
lisen. Essigsiure lést die Kérperchen 
leicht, laBt aber bei Laurencia einen 
unléslichen Riickstand, der bei Ploca- 
mium und Sphaerococcus fehlt. Die 
Fettnatur des Inhaltes der Kérperchen 
wird auch durch schmutzigrote 
Farbung mit Alkannin und die Gelb- 
farbung mit in Seewasser geléstem 
Nitrotoluidin bestitigt. Golenkins 
Auffassung von der Elaioplastennatur 
der Laurencia-Kérperchen ist im Schrift- 
tum im allgemeinen nicht iibernommen 
worden. 
Hingegen vergleicht Chadefaud 
(1935) die irisierenden Kérperchen der 
Meeresalgen mit den Elaioplasten der 
Lebermoose. 
Abb. 6. Die Elaioplasien liegen nur in In neuerer Zeit hat sich P. Dan- 
den Rindenzellen. geard (1941) ausfiihrlich mit den 
irisierenden Zellenschliissen der Meeres- 
algen befaBt. Er sagt (S. 38) iiber Laurencia obtusa (Huds.) Lamour: .Cette 
espéce portait d’assez nombreux Ricardia; elle était dépourvue diridescence. 
mais toutes les cellules  superficielles des branches et des  rameaux 
renfermaient une vacuole réfringente spéciale (Fig. i, Pl. III). L’inclusion 
réfringente se trouve toujours accolée a la paroi cellulaire; elle a une forme 
globuleuse et montre d'un cété une sorte de hile ou d’ombilic; l’'apparence est celle 
dun ioduque et d’autre part toutes les cellules sans exception renferment 
un de ces globules et un seul méme les cellules allongées et incolores des 
poils. Les inclusions ne se colorent ni par leau iodo-iodurée. ni par le bichromate 
de K, mais elles réduisent fortement lacide osmique.* 

J. und G. Feldmann (1950) heben hervor, daB die EinschluBkérperchen von 
Laurencia obtusa, die sie als .corps en cerise* bezeichnen, nur in der auBeren 
Rindenschicht des Thallus und in allen Zellen der Trichoblasten auftreten. Sie 
sitzen auf plasmatischen Stielchen. die in den Trichoblasten an Lange etwa den 
dreifachen, in den Rindenzellen den einfachen Durchmesser der Kérperchen er- 
reichen und im Wandplasma verankert sind. In den jungen Trichoblasten wird 
die Entstehung der Kirschkérperchen verfclgt. Die intravakuoliren Pseudopodien 


iz 
4 
4 
a 
: 
Le 
ae 
i 
t 


Uber die Elaioplasten der Rotalge Laurencia obtusa 595 


héhlen sich zu einer Spezialvakuole aus, die sich mit einer stark lichtbrechenden 
Substanz fiillt. Bei Schidigung schwellen die Kirschkérperchen an und ihr Inhalt 
wird kérnig. .L’enveloppe cytoplasmique éclate ensuite et laisse échapper une 
matiére semi-fluide finement granuleuse qui se répartit dans la vacuole, tandis 
qua lintérieur de lenveloppe apparaissent de fines gouttelettes réfringentes qui 
fusionnent progressivement en gouttelgettes plus grosses pour former finalement 
une grosse gouttelette sensiblement de méme taille que le corps en cerise primitif 
et qui, non miscible au suc vacuolaire, persiste aprés la mort de la cellule.” Im 
Moment des Todes erfolgt eine Trennung des vordem homogenen Inhalts in eine 
feingranulése Phase, die wasserléslich ist und sich allmahlich im Zellsaft lést, und 
eine mit Wasser nicht mischbare. anscheinend lipoide Komponente, die Osmium- 
sdure reduziert und sich mit Sudan III und Brillantblau (Bleu B.Z.L.) anfarbt. 
Die granulése Substanz ist auch léslich in Alkohol, unléslich in Ather und gibt keine 
Reaktionen auf Pektinschleim, Tannoide oder Phenol. Die Kirschkérperchen farben 
sich aber mit Schiffschem Reagens, das auf die lebende Zelle einwirkt, sofort stark 
violett, was auf die Gegenwart einer Verbindung mit Aldehydfunktion hinweist. 

Funk (1955, Taf. XXVI, 10) gibt ein vorziigliches Photo der Rindenzellen von 
Laurencia obtusa, worin so wie bei unserem Material die Einschlu®kérper ohne 
Befestigungsstielchen der basalen Zellwand anliegen. Er bezeichnet sie in der 
Figurenerklarung als .Sekretkérperchen”, ohne indes Belege fiir diese von ihm 
angenommene Funktion zu erbringen. 

Bei Kylin (1937, 1956), Fritsch (1945) und Kiister (1956) werden die 
Inhaltskérper von Laurencia obtusa nicht erwiahnt. 


II. Versuche 


Die Frage nach der Organellen-Natur der Gebilde lie® nahere Unter- 
suchung wiinschenswert erscheinen. Diese erfolgte, noch vor der Literatur- 
einsicht, am frischen Material. 

Zuniachst suchten wir uns durch Zentrifugierung ein Urteil iiber das 
relative spezifische Gewicht der Kérperchen zu bilden. Zwei schwach ver- 
zweigte Sprosse wurden in gegensinniger Lage in einem Zentrifugenréhr- 
chen montiert und 10 Min. lang in einer BTL-Zentrifuge von Baird and 
Tatlock mit 3000 Umdrehungen geschleudert. In beiden Stammchen waren 
die Kérperchen in ihrer basalen Lage verblieben. Es besteht also kein oder 
doch kein wesentlicher Gewichtsunterschied gegeniiber dem sonstigen Zell- 
inhalt (oder die Kérperchen sind durch Stielchen o. dgl. in ihrer Lage 
fixiert, vg]. S. 593, 602). In den erwahnten, sternférmig angeordneien Zell- 
gruppen waren die Gebilde grétenteils nicht im verbreiterten Zellgrund 
verblieben, sondern, nach vorliufiger Beobachtung, durch die Schleuderung 
ein Stiick weit verschoben; sie kénnten also ein klein wenig schwerer sein 
als der iibrige Zellinhalt. 

Recht aufschluBreich waren die Veranderungen, die die Kérperchen bei 
der Nekrose der Zelle? erfuhren. Verschiedene Tétungsarten wur- 
den angewandt. Nur im Leben bewahren die Kérperchen Form und Aus- 
sehen. Beim Zelltod degenerieren sie rasch. Dies ist wohl auch der Grund, 


2 Wir haben zur Zeit der Versuche J. u. G. Feldmanns (1950) aufschluR- 
reiche Beobachtungen an nekrotischen Zellen (S. 594) noch nicht gekannt und waren 
durch sie nicht beeinfluBt. 
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warum sie den Beobachtern, die nicht mit lebendem Material arbeiteten, 
entgehen muften (vgl. z. B. die bei Oltmanns 1923, S. 320 wieder- 
gegebene Abbildung nach Falkenberg 1901, 246 u. Tafel XXIII, 
Fig. 11—18). 

Bei der Einwirkung hypertonischen, zweifach eingeengten Seewassers 
tritt Eindellung der Rindenzellen von den Aufenflachen her oder dazu noch 
eine schwer sichtbare Plasmolyse ein. Dabei bleiben die Kérperchen zu- 
naichst unberiihrt. Aber in Zellen nahe am Sdhnittrand. die geschidigt 
werden, sieht man Tonoplastenkonturen hervorireten und stellt dann fest. 
da die Kérperchen zwischen Tonoplast und Zellwand, niemals aber im 
Zellsaft gelegen sind. 

Von Interesse sind die Nekrosebilder beim H y potonietod. Bringt 
man Thallusglieder in SiiBwasser oder in dest. H2O, so dringt dieses nur 
ganz langsam von der Schnittflache her ein, da die kraftige Kutikula, wie’s 
scheint, sonst den Durchtritt verwehrt. Die Nekrose schreitet daher nur 
langsam von Zelle zu Zelle fort. Sie ist an der ziegelroten Verfarbung der 
kleinen, zungen- bis strichformigen Rhodoplasten, ihrer Abkugelung und 
dem folgenden Ausiritt des Phykoerthrinfarbstoffs in den Zellsaft kennt- 
lich (vgl. z. B. HOfler 1931. Wimmer und Héfler 1953). Bei unserer 
Alge wird der Nekroseverlauf vor allem durch die krassen Veranderungen, 
welche die Inhaltskérperchen erleiden, gekennzeichnet. 

Ein Protokoll mag den zeitlichen Verlauf der Hypotonie-Nekrose 
wiedergeben. 

Thessalonike, 19. April 1958. 
Laurencia obtusa, guies Staimmchen geteilt, Diannelidis und Héfler arbeiten 
mit je einer Halfte. 
In Seewasser: Inhaltskérper in allen Zellen intakt. streng basal gelagert. 
10h 37% In dest. H,O iibertragen. 
10h 38 Beobachtet. Zellen am Schnitisaum leben, blihen sich auf, Inhalits- 
kérperchen (.,0va“) leben. 

10h 40°15” Eine Grenzzelle platzt, in den dahinterliegenden Zellen verkiirzen und 
runden sich die vorher gestreckt-linearen Rhodoplasten. 

10h 44 Ova unverandert. 

10h 45—45% Das beobachtete ovum verschwunden, obwohl Zelle noch nicht geplatzt. 

10h 49 Jetzt 4 bis 5 Zellreihen von der Schnittflache tot. die weiteren lebenden 
haben alle noch intakte ova. 

10h 50 Zum erstenmal gesehen: eine Zelle platzt. ovum wird nach der 
Zellmitte geschleudert und verschwindet binnen 2 Sek. 

10h 52 Das gleiche zum zweitenmal beobachiet. 

10h 54 Es gibt am Rand der lebenden Flache Zellen, wo die Rhodoplasten 
schon kugelig und ziegelrot verfarbt und die ova doch noch intakt 
sind; sie haben ihre Form noch gar nicht geandert. 

10h 54 Innen alles unverandert intakt. Das dest. Wasser dringt sichtlich nur 
von der Schnittflaiche her ein. 

10h 59 Eine andere Nekrose: Ohne da die Zelle platzt, wird die Kontur des 
.ovum™ plétzlich unscharf, sie verschwimmt und der Inhalt vergréBert 
sich stark und bleibt dann als leicht triibkérnige Kalotte mit schwer 
sichtbarer Kontur, als kugelsegmentférmiger, der Zellwand anliegender 
Korper in der Zelle erhalten. 


‘ 
F 


11h 0 ff. 


11h 04 


11h 05 


11h 07 


11h 08 


11h 10 


11h 1415 


11h 24 


11h 22 


11h 


11430 


11h 33—35 


11h 42 


13h 


fiihren. 


Wir finden also etwa drei Hauptformen der Nekrose, die aber durch- 
wegs zur letalen Verainderung oder Zerstérung der Inhaltskérperchen 
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Der gleiche Vorgang in anderen Zellen beobachtet. Solche Zellen schei- 
nen nun im Ubersichtsbild kein ovum mehr zu enthalten. obwohl die 
abgekugelten Rhodoplasten noch vorhanden sind. 

In einer Grenzzelle Tonoplast sichtbar, ovum liegt deutlich 
auBerhalb. 

Zwei Zellen geplatzt. ovum nach der Zellmitte geschleudert und auch 
schon verschwunden. Die Zelle wird durch die turgeszenten Nachbarn 
auf einen Bruchteil ihres friiheren Volums verkleinert. 

Jetzt Front zwischen lebenden und toten Zellen 8 bis 14 Zellreihen 
von der Schnittflache. 

Eine dritte Art der Nekrose zu beobachten; in Grenzzellen werden 
die ova gréRer, erscheinen nicht mehr prall und stark lichtbrechend. 
An der Front doch viele Zellen mit noch intakt erscheinendem ovum. 
obwohl die Rhodoplasten kugelig-klumpig und ziegelrot. 

In Zellen, die unter Austritt des Phykoerythrins in den Zellsaft ab- 
sterben, ohne zu platzen, wird das ovum nicht aus der basalen Lage 
entfernt; es vergréBert sich aber, wird matt, kérnelig und bleibt dann 
als faltiger Klumpen am Platze liegen. Dazwischen viele Zellen mit 
ziemlich intakt erscheinendem ovum. 

Volumen klumpig aufgequollener ova etwa vier- bis sechsmal gréfer 
als im Normalzustand. 

Jetzt Front bis etwa 40 bis 50 Zellreihen von der Schnittflaiche her 
vorgedrungen. 

Es gibt viele Nekrosen, wo das ovum plétzlichh unscharf wird, 
dann binnen 2 bis 3 Sek. auf quillt, worauf die gequollene Masse 
wieder kollabiert. Dies scheint die haufigste Nekroseform, wo 
das ovum vor dem Tonoplasten abstirbt; Rhodoplasten ziegelrot, Zell- 
saft aber, solange der Tonoplast erhalten, noch nicht gerétet. 

Jetzt viele kleine tote Zellen auch zwischen den gréferen turgeszenten 
im lebenden Areal. 

Zellen grofenteils tot, im toten jiingeren Gewebeteil in der Vorder- 
halfte des Stammchens haben etliche Zellen noch die toten ova erhalten. 
die oval und maBig vergréRert sind, aber den Glanz, die starke Licht- 
brechung ganz verloren haben; sie erscheinen leicht braunlich ver- 
farbt. 

Jetzt etwa zwei Drittel der Zellen des Stammechens tot, ein Drittel 
lebend. Priparat bleibt eingestellt. 

Alle Zellen tot, alle Zellsifte rosa. Im zuletzt abgestorbenen Teil, also 
dort, wo das Sii®wasser am langsamsten eindrang, sind die ova relativ 
am besten erhalten, manche sind noch derb konturiert, alle sind stark 
vergréfert. — Beim langsamem Hypotonietod werden die Inhalts- 
kérperchen also gewissermafen fixiert. 


Recht auffallig verliefen weiter einige Versuche iiber die Wirkung 
von Fixiermitteln bei unter Deckglas vorgenommener [ixierung. 
Bei Verwendung von Karmin-Essigsaure ist das Verhalten der Kérperchen 
vom gewohnten Verhalten der Zellkerne gegensatzlich verschieden. Anfangs 
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triiben und vergréBern sich die Kérperchen. Recht bald, nach etwa 2 bis 
3 Min., tritt eine Entmischung des gequollenen Inhalts ein, aus dem nun 
unter den Augen des Beobachters zahlreiche stark lichtbrechende Fliissig- 
keitskiigelchen frei werden. Im weiteren Verlauf scheinen die ganzen K6r- 
perchen zu einem Haufen stark lichtbrechender Kugeln sich umzuwandeln, 
die erst farblos sind und nachher, etwa von der 8. Min. an, langsam den 
Karminfarbstoff speichern. Die Bilder sind im einzelnen verschieden, grund- 
saitzlich verlauft die Nekrose iiberall ahnlich. 


Abb. 8. 
Abb. 7 und 8. Préaparat seit 10 Minuten in Essigséure (Kisessig 1 : 35). 


Es war zu erwarten. da die Essigsiure das bei der Entmischung und 
Trépfchenbildung wirksame Agens ist. Reine Essigsiure (durch Verdiin- 
nung von Eisessig mit 2 Teilen H2O hergestellt) wirkte auch durchaus ahn- 
lich. Die Nekrose verliuft im Essig sehr gleichmafig in allen Zellen und 
fiihrt zu Kugelhaufen (Abb. 7, 8), worin die élartigen Trépfchen sich schlieh- 
lich derart aneinander abplatten, daf gelegentlich malachitartige Formen 
entstehen. Die Reste koagulierten Plasmas sind iiberall mehr 
oder minder deutlich sichtbar. 

Auch Tétung durch etwa 60% Athylalkohol ergab ahnliche Bilder. Wie 
friiher beschrieben, folgten aufeinander als Phasen der Nekrose VergréRe- 
rung der Kérperchen, Triibung und Entmischung, aber das Tempo des 
Ablaufes war noch schneller. 

Die Beobachtungen zeigen, daf in den Ké6rperchen eine stark lichi- 
brechende und offenbar mit Wasser nicht mischbare Fliissigkeit vorhanden 
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ist, die man schon dem mikroskopischen Bild nach als ein Ol ansprechen 
méchte, auferdem aber unverkennbar auch ein plasmatisches Stroma. 

Lie® man 5%ige Kalilauge auf Laurencia einwirken, so verfarbten sich 
die Thallusstiicke sofort nach Griin. Die Zellwande verquellen stark. Die 
Inhaltskérperchen quellen zu bohnenférmiger Gestalt auf und erreichen be- 
deutende Gréfe, aber sie sind nach 2 bis 3 Min. noch glatt und unvermin- 
dert stark lichtbrechend. Nach 4 Min. wird in manchen der Inhalt triibe. Die 
Korperchen haben jetzt infolge der Aufquellung mehrfach etwa 1/3 bis 2/s 
der Zellhéhe erreicht: ihre Kontur erscheint sehr verschirft. Nach 6 Min. 
treten im Inhalt ganz kleine Trépfchen auf. In manchen Kérperchen hebt 
sich an der Konvexseite der feintropfige Inhalt von der derb gewordenen 
Wandung ab. 10 bis 20 Min. nach Beginn der Laugeneinwirkung wird im 
Thalluszweig ein deutlicher Gradient von der Basis zur Spitze sichtbar. In 
den jungen Zellen zeigen die noch kleineren Kérperchen eine mehr diffuse 
Triibung des Inhaltes, einige davon auch starkere Abhebung auf der kon- 
vexen Kontur. Im unteren, alteren Stammchenteil zeigen mehrere auch in 
der KOH im Inneren gréfere klare Entmischungskugeln. Im Endzustand 
(nach 145 Min.) sind die meisten Inhalte blasig bis morulaartig entmisdhi. 
einzelne aber braunlich triib und von homogenem Aussehen. In manchen 
Korperchen kénnte das Bild des Inhaltes einer beginnenden Verseifung ent- 
sprechen. In 1%iger KOH erfolgen die Verainderungen entsprechend lang- 
samer. Erst nach 5 Min. beginnt in einigen Schnittrandzellen leichte tropfige 
Kérnelung, nach 20 Min. sind die Kérperchen stark vergréRert: es fallt auf. 
daf oft die feintropfige Entmischung nur einseitig, u. zw. an der der Zell- 
membran anliegenden Seite der Kérperchen begonnen hat. — 

Wir haben ferner am frischen Material einige Vital farbungs- 
versuche ausgefiihri. Wir gingen von Stammlésungen 1 : 1000 von 
Neutralrot, Brillantcresylblau (Griibler) und Rhodamin B in glasdest. H2O 
aus und stellten die Gebrauchsliésung von 1 : 5000 Neutralrot und Rhod- 
amin B usw. und 1 : 10.000 Brillantcresylblau, Toloidinblau und Akridin- 
orange durch Verdiinnung mit Seewasser her. Die leichte Hypertonie von 
0.9 bis 0,8 kann als unschadlich gelten*, vgl. Bie (1937 f.). Es wurden 
teils Thallusstiickchen, worin die Farblésung nur von den Sdhnitt- 
flichen her eindringt, teils vom Kutikularschutz befreite Langsschnitte 
untersucht. Beide wurden in groBe Tropfen der Farblésungen fiir 10 bis 
12 Min. eingetaucht. Sodann wurde mit Deckglas bedeckt und mit Filtrier- 
papier reines Seewasser durch die Praparate gesaugt oder derbere Thallus- 
stiickchen mit der Pinzette in Tropfen reinen Seewassers iibertragen. 

Das Ergebnis der Versuche war recht interessant. Unerwartet war die 
Verschiedenartigkeit der Wirkung der verwendeten basischen Farbstoffe. — 
Brillantcresylblau farbte am besten. Bald nach Ablauf der Farbezeit im 
Seewasser untersucht, zeigten schon 3 bis 3 Zellreihen von der Schnittflache 
die Kérperchen eine leicht himmelblaue Farbung bei sonst véllig normalem 


3 Doch war das zur Auffiillung der Farblésungen verwendete Seewasser aus 
der Bucht von Thessaloniki schwiacher konzentriert als das Wasser vom Standort 
der Laurencia in Mykonos. wodurch die Hypotonie verstarkt wird. 
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Aussehen. Mit Neutralrot waren die Zellsaifte der Rindenzellen diffus- 

rosa gefarbt und die iiberall unversehrt verbliebenen Kérperchen leuchieten 

ungefarbt aus dem Inhalt hervor. Auch Rhodamin B, der durch seine Un- 

schidlichkeit bekannie undissoziierte Basenfarbstoff, lieB die lebenden 

Koérperchen ungefirbt und dies auch in der Schnittrandnahe, wo die Farb- 

base doch ebensogut wie das Brillantcresylblau hatte in die Zellen ein- 

dringen kénnen. Bei Wiederholung verlief der Versuch, der die Farbe- 

wirkung der drei Farbstoffe verglich, ebenso. 

man aber die gefiairbten Praparate in 

farbfreiem Seewasser einige Zeit liegen, so 

zeigte sich das Bild verandert. In Brillant- 

cresylblau waren jetzt auch in ganzen (nur 

durch Querschnitte abgetrennten) Thallusglie- 

dern in allen Zellen die intakten Kérper- 

chen schén und satt himmelblau angefirbt, so 

daf# nun die beste Elektivfarbung erzielt wor- 

den war. (Allerdings hatte am Schnittrand 

zuvor adsorptive Farbanhaufung in Zellmem- 

branen stattgefunden und es konnte sich iiber- 

schiissige Farbe von hier aus im Priparat 

verteilt haben, auch wiahrend die Alge bereits 

im farbfreien Seewasser lag.) Im Neutralrot- 

und Rhodamin-Versuch waren die Kérperchen 

bei gleichzeitiger Beobachtung noch ungefiirbt 

geblieben. — Bei Versuchen mit des Kutikular- 

schutzes beraubten Schnitten war nach einein- 

halb Stunden im Brillantcresylblau die vitale 

himmelblaue Elektivfarbung der K6érperchen 

allgemein, aber auch im anfanglich mit Rhoda- 

Abb. 9. Tote Elaioplasten. min B gefarbten Schnitt war eine gleichmafig 
mit Nilblau stark schwarz- lichtrotlila Fairbung zustandegekommen. 

blau angefarbt, Von Interesse war das Verhalten mit Akri- 

dinorange gefirbter Priparate im Fluores- 

zenzlicht. Die Parenchymzellen im Innern des Thallus und zum Teil 

auch die Zellen der Rinde zeigten schon im Hellfeld eine diffuse gelbe 

Zellsaft farbung, der im UV-Licht in bekannter Weise eine rote Fluores- 

zenzfarbung entspricht. Es handelt sich also um ,leere“ Zellsifte, wie sie 

von Héfler, Url und Diskus (1956) auch anderwarts bei Rotalgen 

nachgewiesen worden sind. Die Kérperchen, im Hellfeld farblos, |e uc h- 

teten im UV-Licht griin bis blaulichgriin, zeigten also 

— ebenso wie im Brillantcresylblau — den fiir chemische Bindung charak- 

teristischen Farbton, d. i. negative Metachromasie“ nach Lisons (1950) 

und Kinzels (1958) Terminologie. Im UV-Licht wies auch das erwahnte 

Rhodamin B-Praparat eine gleichmafige, hell ockergelbe Fluoreszenz der 

Koérperchen auf dunklem Grunde auf. Es war also schlieBlich Elektivfiar- 

bung auch hier eingetreten. 


Nekrotische bzw. tote, im Aussehen verainderte Kérperchen an den 
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Schnittrandern speichern wie zu erwarten alle angewandten Farben rasch, 
und zwar mit den von totem Protoplasma her bekannten Farbténen (vgl. 
Abb. 9). 

Mit dem sauren Farbstoff Uranin (Natriumfluoreszein) behandelt, er- 
wiesen sich die Kérperchen bei Beobachtung im UV-Licht als viéllig fluores- 
zenzfrei. Die Lésung 1 : 2000 in Seewasser war auf saure Reaktion gebracht 
worden. 


Es gelang, einen Rest des Materials, in Thermosflasche kiih| transportiert, 


Abb. 11. 


Abb. 10 und 11. Nekroseformen der Elaioplasten nach Farbung mit Nilblau 1 : 5000 
durch 20 bzw. 30 Min.; in Abb. 11 Myelinschlauche sichtbar. 


am 27. April lebend nach Wien zu bringen. Hier wurden die beschriebenen 
Versuche zur Nekrose in dest. H2O und Essigsaéure und zur Vitalfarbung mit 
Brillantcresylblau, Rhodamin B und Uranin wiederholt und es wurden 
Schwarzweif- und Farbphotos angefertigt 4. Zu den Farbeversuchen wurde 
noch Nilblau (1 : 5000 und 1 : 10000 in Seewasser) herangezogen. 

Die Versuche iiber den Nekroseverlauf und iiber Farbung mit Rhod- 
amin und Uranin verliefen ganz so wie vorher in Thessalonike. Mit N il- 
blau tingierten sich die Kérperchen in lebenden Zellen langsam zum Ton, 
der der negativ metachromatischen Farbung entspricht, in nekrotischen 
und toten aber rasch zu triibblauem Farbton, der von totem Plasma be- 


4 Fiir die Herstellung sagen wir Herrn Assistenten Dr. W. Url herzlichen 
Dank. 
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kannt ist und im wesentlichen vom gefarbten plasmatischen Stroma der 
Korperchen verursacht sein kann. Bei Uberfarbung (30 Min. Einwirkung 
von 1 : 5000) gelang es, in nekrotischen Zellen in den Kérperchen auch die 
entmischten Oltropfen (Abb. 10, 11) anzufarben. 

Aufschlufreich war zumal das Ergebnis der Farbung in Nilblau- 
Seewasser, welches auf pH 9 gebracht worden war. Hier waren in nekro- 
tischen Zellen die aus den Kérperchen entmischten Olmassen mii aller 
Deutlichkeit orangebraun gefarbt, ganz ebenso wie dies u. a. HOfler 
und Disk us (1957) fiir die Farbung der Fetttropfen in nektrotischen Zellen 
von Siiwasseralgen ausfiihrlich beschrieben haben. Bekanntlich farbt Nil- 
blau polar gebaute Lipoide blau, Neutralfette orangerot. Die Organellen 
von Laurencia enthalten also Neutralfett. Dies wurde durch Farbung mit 
Sudan III bestitigt und ist ja schon von Golenkin (1894) und Feldmann 
(1950) nachgewiesen worden. Daf auferdem eine Komponente polar ge- 
bauter Lipoide am Aufbau beteiligt sein kann, wird wahrscheinlich aus 
Bildern wie dem in Abb. 11 wiedergegebenen, welches nekrotische Inhalts- 
kérperchen nach Dauerfarbung mit Nilblau (1 : 5000, 30 Min.) in Seewasser 
von natiirlichem pH darstellt. — Der Versuch, nach F el! dmanns Vorgang 
mit frisch bereitetem Schiffschem Reagens auch eine Aldehydkomponente 
nachzuweisen, ist nicht gelungen, was aber nicht ausschlieBt, daf eine 
Wiederholung solcher Versuche zu positivem Ergebnis fiihren kénnte; die 
in nekrotischen Protoplasten ziemlich gut erhaltenen Koérperchen farbten 
sich bei der Schiffschen Reaktion nur schwach griingelb, nicht rot. 

Hansen (1892) und Feldmann (1950) haben wie erwahnt (S. 593 f.) 
Stielchen der Inhaltskérper abgebildet, die in den Rindenzellen etwa den 
Durchmesser der letzteren an Lange erreichen. Wir haben solche Stielchen 
an unserem Material auch bei wiederholtem Suchen nicht auffinden kénnen. 
Hingegen stimmt ein photographisches Bild der Zellen von Neapeler 
Laurencia obtusa bei Funk (1955, Taf. XXVI, Fig. 10), welches die stark 
lichtbrechenden Kérperchen ohne Stiel der Basalwand der Rindenzellen an- 
liegend darstellt, mit den an unserem Material beobachteten Bildern bestens 
iiberein. 


Ill. Besprechung und Zusammenfassung 


Sind die von uns untersuchten auffalligen Kérperchen in den Rinden- 
zellen von Laurencia obtusa tote Inhaltskérper oder lebende Orga- 
nellen? 

Sicherlich liegen die Kérperchen im Plasma. Kennzeichnend ist ihre 
polare Lage in den Zellen. Die RegelmaBigkeit der Lagerung an der 
basalen Zellseite ist auffallig und erscheint als spezifisches Merkmal, da 
solche Lagerung sich bei vergleichbaren Inhaltskérpern anderer Zellen kaum 
wiederfindet (vgl. Kiister 1956, Biinning 1958). Die Kérperchen liegen 
in Einzahl in den Zellen und nur selten zu zweit in einer Zelle. Die Ver- 
tinderungen der Gebilde beim Fixieren, beim Hypotonietod und anderen 
Tétungsarten weisen darauf hin, in ihnen eine lipoide, dlartige Fliissigkeit 
als quantitativ vorwiegende chemische Komponente, dazu aber ein plas- 
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matisches Stroma anzunehmen5. Wir glauben nach diesen Befunden die 
Frage dahin beantworten zu diirfen, da die Inhaltskérper von Laurencia 
Zell-Organellen sind. 

Wo wire solche wohl zytologisch einzureihen, wenn unsere Annahme 
zurecht besteht? 

Als Organellen im Zytoplasma kénnen zur Zeit etwa gelien: 

1. Die Plastiden mit all ihren Untergruppen, von denen die Chloro-, 
Rhodo-, Phaeoplasten der CO,-Assimilation dienen und sich durch den 
Gehalt an Assimilationspigmenten kennzeichnen, wahrend Amyloplasten 
und andere farblose ,,Leukoplasten* spezifische chemische Substanzen — 
Stirke, Eiweif, Duftstoffe — in sich erzeugen. 

2. Die Chondriosomen, die ,als das Kraftwerk der Zelle* (Haas 1955) 
vornehmlich bei der biologischen Oxydation beteiligte Enzyme produzieren. 

3. Die artspezifisch gestalteten Olkérper der Lebermoose und die Elaio- 
plasten oder Olbildner in Anthophytenzellen (Wakker 1892, Zimmer- 
mann 1893, Raciborski 1893, 1897, Politis 1911), die mit 
jenen im Gehalt an Ol und durch das Vorhandensein einer eiweifreichen 
Grundlage iibereinstimmen (vgl. Kiister 1956, S. 481, Molisch 1923, 
S. 398). 

4. Die Physoden, unter welchem Begriff die Fukosankérner der Braun- 
algen und die plasmatisch umhiillten Gerbstoffblaschen der Zygnemales 
zusammengefaft werden mégen. 

Weitere Gruppen reihen sich an. Ob auch die Spharosomen daher zu 
stellen waren, ist strittig. 

Die Autoreduplikation zum Kriterium der Organellennatur von 
Zellinhaltskérpern zu machen, geht praktisch schwer an, schon weil der 
zytologische Nachweis alleiniger Entstehung aus ihresgleichen bekanntlich 
auf grofe Schwierigkeiten st6&t. Man denke nur an den jahrzehntelangen 
Kampf, der nétig war, um fiir die Plastiden die Kontinuitét der Entwick- 
lung zu sichern, und an die héchst wahrscheinliche (Geitler 1955, S. 140), 
aber noch heute nicht einstimmig anerkannte Autoreduplikation der Chon- 
driosomen. Die Frage fiir die elektronenoptisch neuentdeckten Plasma- 
inhaltskérperchen (Strugge r 1957) aufzuwerfen, wire offenbar ver- 
friiht. 

Doch ist festzuhalten, daf ein Zellinhaltskérper nur dann den Namen 
eines Zellen-Organells verdient, wenn er eine plasmatische Komponenie 
fiihrt, d. h. wenn Stroma oder Hiille oder beides plasmatischer Natur sind, 
und wenn er nicht im Zellsaft, sondern im Plasma entsteht; dabei darf un- 
entschieden bleiben, ob er aus wesensgleichen Anlagen sich bildet, wie die 


5 Wir kénnen uns nicht entschlieRen, sie im Sinne der franzésischen Autoren 
(vgl. S. 594) als .Spezialvakuolen“ (vacuoles spécialisés) aufzufassen. P. Da n- 
geards (1956, S. 34) jiingste Darstellung laRt auch die Zugehérigkeit der jod- 
speichernden Blasen in den ioduques der Ceramiaceen und Bonnemaisoniaceen zu 
den .,.vacuoles speciales“ fraglich erscheinen. ,,Peut-étre en est-il de méme pour les 
corps en cerise’ de Laurencia.obtusa ou les globules réfringentes des cellules de 
Plocamium coccineum.” Vgl. Dangeard 1947, S. 507. 
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Plastiden aus Proplastiden, oder sich wahrend der Ontogenese der Zelle 
aus dem Zytoplasma herausdifferenziert, wie das wahrscheinlich fiir die 
Physoden der Zygnemales zutrifft. 

Welchen von den oben aufgeziahlten Organellen sind nun die polar ge- 
lagerten Gebilde in den Laurencia-Zellen vergleichbar? 

Morphologisch unahnlich sind sie den irisierenden Kérpern, die roten 
{und braunen) Meeresalgen eigentiimlich sind und denen sie Berthold 
(1882) anreihte. Auch spricht nichts dafiir, da sie gleich jenen in der Zelle 
unter dem Lichteinflu® taktisch ihre Lage zu andern verméchten, es ist im 
Gegenteil die staindig polare Lage fiir sie kennzeichnend. Daf sie nicht 
irisieren, hebt Dangeard (1940, S. 58) in seiner Bearbeitung der iri- 
sierenden Algen-Zelleinschliisse hervor. 

Von den ,,Physoden“ sind sie chemisch voéllig verschieden. Jene bilden, 
soweit uns bekannt, gerbstoffahnliche Substanzen. Dies ist fiir Conjugaten 
seit Pfeffer (1887) bekannt und ist noch augenfalliger bei den Phiophy- 
ten; fiir fukosanreiche Ectocarpus-Arten fanden auch wir wieder bei Fir- 
bung mit Rhodamin B und Brillantcresylblau rapide Anfarbung zu kardi- 
nalvioletten Ténen, wahrend die lebenden Laurencia-Koérperchen sich in 
gleichlaufenden Versuchen binnen kurzer Zeit gar nicht, in langer dauern- 
den Versuchen sich nur ganz langsam und zu anderen Farbténen tingieren 
(vel. Feldmann 1950). 

Morphologisch am ahnlichsten erscheinen noch die Olkérper der Leber- 
moose. Von den mannigfachen Formen, worunter diese begegnen, sind etwa 
einfach eiformige (Haplozia tristis) gut vergleichbar (s. Miiller 1939). Ge- 
meinsam ist auch die sehr rasche Degeneration bei letaler Schadigung der 
Zellen. Auch das Aussehen des als Hauptkomponente enthaltenen Oles ist 
tihnlich. Das Farbeverhalten erscheint verschieden, indem die Organellen 
von Laurencia die iiblichen basischen Vitalfarben (wenn auch langsam) 
speichern, wahrend ja die Olkérperchen der Hepatica dazu innerhalb der 
lebenden Zelle nicht in gleicher Weise befahigt sind. Freilich bleibt die 
Frage noch offen, ob und inwieweit nach anfanglicher Nichtfarbbarkeit 
die spiatere Farbbarkeit der Laurencia-Kérperchen doch mit leichter be- 
ginnender degenerativer Verainderung zusammenhiangt. Der Inhalt der 
Lebermoos-Elaioplasten besteht zum wesentlichen Teil aus atherischen Olen, 
wahrend wir in den Laurencia-Koérperchen Neutralfette in. Bestatigung 
Feldmanns nachgewiesen haben, atherische Ole bzw. ihre Aldehyd- 
komponenten aber noch nicht finden konnten. 

Als Zellen-Organellen diirfen die von uns studierten Gebilde in den 
Rindenzellen von Laurencia obtusa wohl sicher gelten. Sie haben eine plas- 
matische Hiille, produzieren chemisch spezifischen Inhalt und erleiden beim 
Zelltode eine rasche Nekrose von typischem Verlauf. Es steht zur Frage, ob 
sie sich einer der friiher aufgezihlten Gruppen von Plasma-Organellen zu- 
ordnen oder einer eigenen Klasse lebender Inhaltskérper angehéren. die 
dann den oben (S. 603) aufgezaihlten zu koordinieren ware. Letzteres ware 
der Fall, wenn sie sich etwa ihrer ontogenetischen Entstehung nach als 
homolog den irisierenden Platten, vielleicht auch den als ,Blasen* bezeich- 
neten Inhaltskérpern der Blasenzellen der Ceramiales (vgl. Bieb1| 1959, 
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Hoéfler 1956) und weiteren, bei P, Dangeard (1941) behandelten Zell- 
einschliissen der Rhodophyceen erwiesen. 

Als ,.Elaioplasten“ darf man sie bezeichnen. Das Vorkommen solcher er- 
scheint nicht nur bei Lebermoosen, sondern auch bei Gefa&pflanzen, zumal 
in mehreren Monokotylenfamilien gesichert, wenngleich ihre Verbreitung 
hier beschrankt erscheint (vgl. M olisch 1923, S. 399). Bei Florideen haben 
zuerst Wakker (1888) und Golenkin (1894, vgl. S. 594) ihr Vorkommen 
postuliert, doch hielt man ihre Angaben einer Nachpriifung fiir bediirftig. 
Wir treten fiir ihr Vorkommen ein. 

In der Darstellung der Zytologie der Rhodophyten (K y lin 1937, 1956) 
_ werden. die. Elaioplasten der Laurencia-Rindenzellen .etwa zwischen den. 


irisierenden Platten und den Blasenzellen ihren Platz finden. 
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Untersuchungen zum Problem der Feinstruktur des 
Cytoplasmas der Wurzelmeristemzellen von Allium cepa 


Von 
S. Strugger und Hildegard Lindner 
Aus dem Botanischen Institut der Universitat Miinster/Westfalen 


Mit 14 Textabbildungen 


(Eingegangen am 23. Juni 1958) 


1956 konnte Strugger an Ultradiinnschnitten durch Wurzelspitzen 
von Allium cepa, welche mit Osmiumsaure fixiert und mit Uranylacetai 
nach Strugger (1956) kontrastiert wurden, schraubig gewundene Faden 
als sublichtmikroskopische Bauelemente des Cytoplasmas beschreiben. Diese 
Untersuchungen wurden von Strugger (1957) vertieft, und es konnte 
an Hand von Modellen durch eine vergleichende Untersuchung eines um- 
fangreichen elektronenmikroskopischen Aufnahmematerials der Beweis er- 
bracht werden, daf die bisher in der zoologischen aber auch in der bota- 
nischen Literatur (Palade 1955, Lund, Vatter, Hanson 1958, Roui- 
lier et Fauré-Fremiet 1958) festgestellten .globularen* sublichtmi- 
kroskopischen Partikel des Cytoplasmas in Wirklichkeit durchschnittene, 
schraubig gewundene sublichtmikroskopische Faden sind, welche als dis- 
perse Phase im Cytoplasma statistisch isotrop in dichter Anordnung ver- 
teilt liegen. 

Es ist selbstverstandlich, daft diese neugewonnenen Erkenntnisse zunachst 
nur eine Giiltigkeit fiir die angegebenen Praparationsbedingungen (Fixie- 
rung und Kontrastierung) haben konnten. Die Frage. inwieweit diese von 
Strugger.als Cytonemata bezeichneten Strukturelemente in vivo im 
Cytoplasma vorhanden sind, wurde in diesen Arbeiten als wahrscheinlich 
angesehen, aber es wurde gleichzeitig von Strugger (1957) darauf hin- 
gewiesen, daf in geplanten neuen Untersuchungen die Frage des Artefakt- 
problems einer Klarung zugefiihrt werden mu. Weissenfels (1957) 
veroffentlichte bald danach eine Mitteilung, in welcher er im Grundcyto- 
plasma tierischer Zellen ebenfalls auf elektronenoptischem Wege schraubig 
gewundene Faden nachweisen konnte. Auch diese Untersuchungen wurden 
von Weissenfels (1958) weiter vertieft, wobei er zum Schlu& kommt, 
daB auch das Cytoplasma tierischer Zellen eine disperse Phase besitzt, 
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welche aus schraubig gewundenen sublichtmikroskopischen Faden besteht, 
deren Dimensionen in der GréRenordnung mit den von Strugger (1956, 
1957) gefundenen Cytonemata weitgehend iibereinstimmen. Die Prapara- 
tionsbedingungen waren bei den Untersuchungen von Weissenfels 
ahnlich wie bei den Untersuchungen von Strugger. 

Menke (1957) hat Studien iiber das Artefaktproblem im Zusammen- 
hange mit der elektronenmikroskopischen Untersuchungstechnik verdéffent- 
licht. In diesen Arbeiten wird von Menke auch das von Strugger auf- 
geworfene Problem der Cytonemastruktur des Cytoplasmas besprochen. 
Menke hat zwar die Untersuchungen von Strug ger nicht rekonstruiert; 
er auRert sich auf Grund von Modellversuchen an isolierten Chloroplasten 
so, da er die Meinung vertritt, da® die von Strugger (1956, 1957) auf- 
gefundenen schraubig gewundenen Cytonemata Artefaktstrukturen, hervor- 
gerufen durch Ausfallung der Kontrastierungsmittel (Urandioxyd), sein 
kénnten. 

So fruchtbar diese kritischhe Auferung Menkes fiir die Elektronen- 
mikroskopie sein mag, ist es dagegen grundsiatzlich wichtig, ein solches 
Problem am gleichen Objekt mit einer entsprechenden Fragestellung zu 
priifen, weil nur so eine Klarung des Cytonemaproblems iiberhaupt erreicht 
werden kann. 

Die vorliegende Arbeit soll am Originalobjekt (Meristemzellen der 
Wurzelspitze von Allium cepa) die Frage enischeiden, ob die von Strug- 
ger (1956, 1957) aufgefundenen Cytonemata ein Fixierungs- bzw. ein Kon- 
trastierungsartefakt sein kénnen. Daher wurde in systematischer Weise 
die Methodik variiert. Zunachst wurde bei gleichbleibender Kon- 
trastierung (Uranylacetat bzw. Osmiumsaure + Uranylacetat) eine 
Variation der Fixationsmittel durchgefiihrt und mit Hilfe der 
Elektronenmikroskopie die Feinstruktur des Cytoplasmas bei verschieden- 
artiger Fixation studiert. Diese Versuchsreihe ist nicht nur fiir das speziell 
vorliegende Problem bedeutungsvoll, sondern ganz allgemein fiir die elek- 
tronenmikroskopische Methodik von grofem Interesse. In diesem Zusam- 
menhange sollten auch die Untersuchungen von Bretschneider (1950) 
gepriift und mit Hilfe der inzwischen weitgehend verbesserten elektronen- 
mikroskopischen Untersuchungstechnik erweitert werden. 

Eine zweite Versuchsreihe wurde bei konstanter Fixation (os- 
miumsaurefreies Fixationsmittel, Gemisch nach Kopsch-Regaud) und 
variierter Kontrastierung (Osmiumsiure, Uranylacetat, Wismut- 
komplex, Caesiumchlorid, Kaliumbichromat) durchgefiihrt. 

Diese Art der Versuchsanstellung gestattet folgende Entscheidungen: 

1. Es kann fesitgestellt werden, welchen Einflu® die Fixation auf den 
elektronenmikroskopischen Aspekt des Cytoplasmas ausiibt und ob die 
schraubig gewundenen Cytonemata bei verschiedener Fixation noch be- 
obachtbar sind oder durch ungeeignete Fixationsmittel weitgehend zer- 
stért werden. 

2. Es kann entschieden werden, ob nach Kontrastierung mit chemisch 
verschiedenartigsten Kontrastierungsmitteln sich irgendetwas am _ elek- 
tronenmikroskopischen Aspekt des Cytoplasmas andert oder nicht. 


i 
% 


Untersuchungen zum Problem der Feinstruktur des Cytoplasmas 609 


Sollte die Kritik Menkes zu Recht bestehen, so miiffte bei konstanter 
Fixation und chemisch verschiedenartiger Kontrastierung ein héchst vari- 
abler Strukturaspekt entstehen, denn es ist wohl nicht anzunehmen, dak 
z. B. Caesiumchlorid auf der einen Seite und Osmiumsaure und Uranyl- 
acetat auf der anderen Seite morphologisch gleichartige artificielle Fal- 
lungen hervorrufen sollten. 


I. Untersuchungen nach verschiedener Fixation bei gleichbleibender 
Kontrastierung 


Es seien zunachst einige allgemeine methodische Einzelheiten, welche fiir den 
gesamten experimentellen Teil gelten, angegeben. Die Zwiebeln wurden in Glasern 
angetrieben, und nachdem sich in 1—3 Tagen junge, kraftige Adventivwurzeln ge- 
bildet hatten, wurden etwa % cm lange Wurzelspitzenstiicke abgeschnitten und so- 
fort fixiert. Die Fixation wird in jedem einzelnen Falle gesondert beschrieben. Die 
Wiasserung erfolgte mit Leitungswasser, je nach dem verwendeten Fixationsgemisch 
2—24 Stunden lang. Wenn mit Uranylacetat kontrastiert wurde, so wurden nach 
der Wisserung die Wurzelspitzen fiir 2 Stunden in eine 2%ige wafrige Uranyl- 
acetatlésung eingelegt. Dann wurde 2 Stunden in Leitungswasser gewassert. Hier- 
auf wurde mit Aqua dest. zweimal je 1% Std. nachgewaschen, und dann gelangten 
die Wurzeln in die Alkoholreihe, und zwar je % Std. in 30%, 50%, 70%, 80% und 
96% Alkohol. Dann wurde zweimal je % Std. mit absolutem Alkohol behandelt. 
Die Einbettung erfolgte in Butylmethacrylat und Methylmethacrylat 9:1, dann 
wurde mit Dichlorbenzoylperoxyd im Verhaltnis 90:1 im Thermostat 24 Sid. bei 
470 C polymerisiert. Die Ultradiinnschnitte (100—200 A) wurden mit dem Ultra- 
mikrotom nach Sjéstrand hergestellt. Die elektronenmikroskopischen Aufnah- 
men wurden mit dem Elmiskop IA von Siemens gewonnen. Herrn Doz. Dr. Re i- 
mer danken wir herzlich fiir die Herstellung der elektronenmikroskopischen Nega- 
tive. 

1. Osmiumsadure 


Die Fixation der Wurzelspitzen fiir diese Versuchsreihe erfolgte mit 
1% Osmiumsiaure gepuffert auf pH 7 mit Veronalacetat. Die Dauer der 
Fixation betrug 2 Std. Wie fiir alle in diesem Kapitel beschriebenen Ver- 
suchsreihen wurde die Kontrastierung mit Uranylacetat (2%ige wafrige 
Lésung) 2 Std. lang durchgefiihrt. 

Da Strugger (1957) bereits das durch Osmiumsaure fixierte und mit 
nachiraglicher Uranylacetatkontrastierung erhaltene Strukturbild des 
Cytoplasmas in einer gesonderten Arbeit beschrieben hat, kann hier eine 
kurze Zusammenfassung gegeben werden: 

Neben den Chondriosomen, Spharosomen, Golgiapparaten (vgl. Pe r- 
ner 1957) und Doppellameilen (St rug ger 1957 a) ist das Cytoplasma mit 
scheinbar vorwiegend ,globularen“ stark elektronenstreuenden Struktur- 
elementen erfiillt. Die Analyse dieser an Ultradiinnschnitten gewonnenen 
Struktureinzelheiten ergab, nach Osmiumsiurefixation das Cytoplasma 
in einem strukturarmen, sicherlich kleinmolekularen Dispersionsmittel in 
grofer Anzahl sublichtmikroskopisch dimensionierte, schraubig gewundene 
Faden enthalt, welche in der Regel statistisch isotrop gelagert sind. Diese 
als ,Cytonemata* bezeichneten Faden haben folgende: Dimensionen: - 
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Fadenbreite: 1 
Mittelwert 150A, 
Schraubendurchmesser: 
Mittelwert 430 A, 


min. 110 A, max. 220A 


min. 180 A, max. 790A 
Ganghiohe: 
Mittelwert 290 A, min. 170 A, max. 670A 


Die bisher in den Ultradiinnschnitten maximal beobachtbare Schrauben- 
lange betrug 3130 A, wobei 12 Windungen gezaihlt werden konnten. Diese 
schraubig gewundenen Cytonemata sind die disperse Phase des Cytoplas- 
mas, und da das Cytoplasma im lebenden Zustand ein Sol ist, so miissen 
fiir den Fall der realen Existenz dieser Cytonemata diese Gebilde im 

Dispersionsmittel des Cytoplas- 
mas verteilt sein. Nach der Fixa- 
tion mit Osmiumsaure hat das 
Cytoplasmasol zweifellos eine 
Umwandlung in den Gelzustand 


Abb. 1. Schnittbilder durch Cytonemata. 
Fixation: Osmiumsaure, Kontrastierung: 
Uranylacetat, PrimarvergréBerung 8800fach, 


erfahren, wobei angenommen 
werden darf, daf das kleinmole- 
kulare Dispersionsmittel koagu- 
liert und die dispersen Pha- 


SekundarvergréBerung 64.000fach. senteilchen (Cytonemata) in die- 


ses erstarrte kleinmolekulare 
Grundgel eingelagert bleiben. Eine Vernetzung der Cytonemata ist nach 
Osmiumsiurefixation fiir den Fall, da® das Material gut fixiert ist, nicht 
beobachtet worden. Nur in schlecht fixierten Wurzelzellen konnte eine Zu- 
sammenlagerung der Cytonemata zu sublichtmikroskopischen, retikularen 
Systemen festgestellt werden. Wir haben das Ausbleiben der Vernetzung 
der Cytonemata mit einem gewissen Recht immer als ein Zeichen einer 
guten Osmiumsiurefixation angesehen. 

Auf Grund von Versuchen mit Modellen konnie klar gezeigt werden, 
daf die schraubig gewundenen Cytonemata im Ultradiinnschnitt in ver- 
schiedenen Schnittebenen getroffen werden. Die scheinbar globularen Ele- 
mente, welche in Ultradiinnschnitten im Cytoplasma anzutreffen sind, ent- 
sprechen den Schnittbildern durch die schraubig gewundenen Faden (Cyto- 
nemata). 

Abb. 1 gibt die nach Osmiumsiurefixation nachweisbaren schraubig 
gewundenen Cytonemata wieder. Auch Schnittbilder sind zu sehen. 


2. Gemisch nach Altmann 


Die Wurzeln wurden in Altmanns Gemisch, bestehend aus 2% Os- 
miumséure und 5% Kaliumbichromatlésung zu jeweils gleichen Teilen. 


1 Da die Mefgenauigkeit bei elektronenmikroskopischen Aufnahmen die 10%- 
Grenze sicher nicht unterschreitet, so haben wir die aus mehreren hundert Mes- 
sungen errechneten Mitielwerte auf ganze Zehner abgerundet. 


Anmerkung: Alle Abbildungen dieser Arbeit beziehen sich auf Wurzelmeristem- 
zellen von Allium cepa. 
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24 Std. lang fixiert. Die Wasserung erfolgte 24 Std. hindurch in Leitungs- 
wasser. Die Kontrastierung wurde konstant gehalten. (Uranylacetat 2%, 
2 Std.) 

Nach der Fixation mit Altmanns Gemisch konnte regelmafBig eine 
leichte, aber im Elektronenmikroskop durchaus deutliche Abhebung des 
Protoplasmas von der Membran beobachtet werden. 

Die Abhebung war im Minimum etwa 540 A und im Maximum 4300 A. 
An den Orten, wo sich die Plasmodesmen befinden, war die Abhebung 
wesentlich geringer, so da nicht alle Plasmodesmen zerrissen waren. Zwi- 
schen der Membran und dem abgehobenen Protoplasma waren elektronen- 
mikroskopisch sehr feine Plasmafaden zu be- 
obachten, welche nach Art der Hechtschen 
Faden ausgezogen sind. Es handelt sich da- 
bei um die zerstérte Plasmagrenzschicht. Das 
Cytoplasma ist im allgemeinen im Vergleich 
zu reiner Osmiumsaure gut erhalten. Die 
kleinen Vakuolen sind scharf begrenzt und 
wenig deformiert. Die Cytonemata sind, wie 


die Abb. 2 zeigt, in gleicher Menge und in 
wiinschenswerter Deutlichkeit erhalten. Sie 
sind regelmafig schraubig gewunden, neigen 
aber hiiufiger als in reiner Osmiumsiaure zu 
einer Zusammenballung. Das kogulierte, klein- 
molekulare Dispersionsmittel ist inhomogener 
als nach Fixation in reiner Osmiumsiure. 


Abb. 2. Der Cytonemabau 
des Cytoplasmas nach Fixa- 
tion in Altmanns Ge- 
misch. Kontrastierung mit 
Uranylacetat. Naheres im 
Text. PrimarvergréBerung 
8800fach. Sekundiarvergréfe- 


Eine Vernetzungstendenz der langgestreck- rang 


ten Cytonemata ist zu bemerken. Die 

Fadenbreite der Cytonemata ergab sich auf Grund statistischer Messungen 
im Mittelwert in derselben GréBenordnung wie bei Osmiumsaure. (Mittel- 
wert der Fadenbreite 180 A, min. 110 A, max. 220 A.) Der Schraubendurch- 
messer der Cytonemata war im Mittel 450 A (380—550 A), die Ganghéhe 
270 A (220—380 A). 

Die Chondriosomen sind gut erhalten. Sie besitzen eine doppelte AuBen- 
membran und die fiir pflanzliche Chondriosomen charakteristische tubulése 
Struktur. Die Golgiapparate sind ausgezeichnet beobachtbar. Auch die 
Randvakuolen derselben sind zu sehen. [hr lamelliarer Feinbau ist deutlich. 


3. Gemisch nach Kopsch-Regaud 


Die Fixierung erfolgte 24 Std. lang im Gemisch nach Kopsch- 
Regaud (80cm? 3% Kaliumbichromat -+ 20cm? Formol 40%). Die Wias- 
serung dauerte in Leitungswasser 2 Std. Die Kontrastierung wurde wie bei 
allen diesen Versuchen mit Uranylacetat 2% 2 Std. lang durchgefiihrt. Die 
Fixierungsdauer von 24 Std. mu unbedingt eingehalten werden. Fixations- 
versuche mit kurzfristigerer Dauer ergaben eine so schlechte Fixation, daft 
eine elektronenmikroskopische Beurteilung schon sehr erschwert war. 

Als auffallendes Charakteristikum der Fixation mit dem Gemisch nach 
Kopsch-Regaud fanden wir ein fast vélliges Ausbleiben der Abhe- 
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bung des Protoplasten von der Membran. Abb. 3 gibt ein Ubersichtsbild von 
einer Wurzelmeristemzelle bei schwacherer Vergréferung. Die Abhebung, 
welche immer ein Zeichen fiir schlechte Fixation ist, ist so gering, daf sie 
sich nur stellenweise in sublichtmikroskopischen Dimensionen (um 500 A) 
bemerkbar macht. Manchmal unterbleibt auch diese geringste Abhebung voll- 
stindig. Die Plasmodesmen (vgl. Strugger 1957d) sind sehr gut und 
typisch erhalten. Das Cytoplasma macht einen wohlerhaltenen Eindruck. 
Die Cytonemata sind in allen erdenklichen Schnittbildern in gleicher Weise 
beobachtbar, wie nach der Fixation mit reiner Osmiumsaure. Gegeniiber 


Abb. 3. Ubersichtsbild einer Meristemzelle, fixiert mit dem Gemisch nach K 0 psc h- 

Regaud, konstrastiert mit Uranylacetat. Die starke Kontrastierung des Chro- 

matins im Zellkern mit Uranylacetat ist deutlich zu erkennen. Naheres im Text. 
PrimarvergréBerung 2600fach, Sekundarvergréferung 6200fach. 


der reinen Osmiumsiaurefixation ergibt sich aber in allen untersuchten Prii- 
paraten ein grundsatzlicher Unterschied. Die Cytonemata neigen zu einer 
netzigen Aggregation, so daft ein Reticulum im Cytoplasma entsteht, wel- 
ches sublichtmikroskopisch dimensioniert ist. 

Im Mittel betragt die so entstehende Maschenweite im Minimum 700 A 
und im Maximum 2400 A. Auch hier sind die vernetzten Cytonemata in ein 
Dispersionsmittel eingelagert, welches deutlich flockig koaguliert ist und 
selbst ein strukturell nicht auflésbares, sehr feinnetziges Grundgel im Cyto- 
plasma bildet. Es kann kein Zweifel dariiber bestehen, daf die Koagulate 
im Dispersionsmittel artifizieller Natur sind. Auch die gegenseitige Ver- 
netzung der Cytonemata ist artifizieller Natur. Dagegen sind die Cytone- 
mata trotz der chemisch grundsatzlichen Verschiedenheit des Fixations- 
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mittels im Vergleich zur Osmiumsiaure in gleicher Weise erhalten. Ihre 
Dimensionen stimmen in der Gréfenordnung mit den in Osmiumsaure 
fixierten Material erhaltenen Werten gut iiberein. 
Fadenbreite 
Mittelwert: 160 A, min.: 140A, max.: 200 A, 
Schraubendurchmesser 
Mittelwert: 430 A, min.: 330A, max.: 510A 
Ganghoéhe 
Mittelwert: 310 A, min.: 270A, max.: 340A 
Die Abb. 4 zeigt bei starkerer Vergréferung das typische Bild 
der angeschnittenen Cytonemastruktur. Auch die Chondriosomen sind 
erhalten, doch ist die Zweischich- 
tigkeit der Grenzschicht recht un- 
deutlich, und auch die tubulése 
Innenstruktur ist nicht mehr mit 
den Bildern, welche mit Osmium- 
siurefixation erhalten werden, 
ohne weiteres vergleichbar (vgl. 
Abb. 4). Die Golgiapparate sind 
noch erhalten und an ihrem lamel- 
lenartigen Feinbau zu erkennen, 
ebenso die Doppellamellen. 


4. Gemisch nach Lewitzky 


Die Fixation erfolgte im Ge- 

misch nach Lewitzky (85cm? 

10% Formol + 15 cm* 1% Chrom- 

siure). Die Fixationsdauer betrug 

2 Std. Hiernach wurde 2 Std. ge- 
wissert. Die Kontrastierung blieb Abb. 4. Starker vergréRerter Ausschnitt 
konstant (Uranylacetat 2% 2 Std.). aus einer Zelle, welche mit dem Gemisch 
Auch im Le witzk y-Gemisch nach Kopsch-Rega ud fixiert und 
war die Abhebung des Protopla- mit Uranylacetat kontrastiert wurde. Die 
Vernetzung der Cytonemata ist deutlich 


zu sehen. Einige Chondriosomen sind ge- 
und bewegte sich im wesentlichen  troffen, Naheres im Text. Primarvergré- 


nur stellenweise in sublichtmikro- Berung 8800fach, Sekundarvergréferung 
skopischen Dimensionen. Die Plas- 18.000fach. 

modesmen sind ausgezeichnet er- 

halten. Das Cytoplasma ist im Verhialtnis zur Osmiumsiurefixation 
sehr substanzarm geworden. Die Cytonemata sind in den mannig- 
faltigsten Schnittbildern typisch erhalten, und an giinstigen Stellen ist 
ihre schraubige Windung deutlich zu belegen. Sie sind gemeinsam mit dem 
relativ grob geflockten Dispersionsmittel so verklumpt, daf eine lockere 
reticulire Gelstruktur mit einer Maschenweite von 540—3400 A entstanden 
ist. Die Windungen der Cytonemata sind infolge der Einwirkung dieses 
Fixationsmittels im Vergleich zu den mit Osmiumsaure fixierten Prapa- 
raten haufig etwas deformiert. Ebenso sind derbere Zusammenballungen der 


sten von der Membran sehr gering 
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Cytonemata in den Knoten des entstandenen Plasmareticulums als artifi- 
zielle Bildungen zu beobachten. Das Dispersionsmittel des Cytoplasmas er- 
scheint weitgehend herausgelést. Fadige Uberreste verbinden jedoch die 
Cytonemagruppen. Die Dimensionen der Cytonemata stimmen auch hier 
mit dem osmiumsdurefixierten Material gut iiberein. 


Fadenbreite 

Mittelwert: 190 A, min.: 140A, max.: 270A 
Schraubendurchmesser 

Mittelwert: 500 A, min.: 360A, max.: 560A 
Ganghiéhe 

Mittelwert: 310 A, min.: 250A, max.: 390A 


Die Chondriosomen sind erkennbar erhalten, doch ist ihre Innenstruktur 
weitgehend verandert. Typische .,.Tubuli* sind nur mehr andeutungsweise 
zu sehen. 

Die Abb. 5 gibt ein charakteristisches Bild des Cytoplasmas wieder. 


5. Formol 


Die Fixation wurde in 4% Formol 24 Std. lang durchgefiihrt. Gewassert 
wurde 4 Std. Die Kontrastierung erfolgte, um bei diesem wichtigsten Fixa- 
tionsmittel einen vélligen Vergleich mit dem osmiumsiaurefixierten Material 
zu erhalten, 4 Sid. lang mit 1% Osmiumsaure und 4 Std. mit 2% Uranyl- 
acetat. Dazwischen wurde entsprechend gewassert. 

Die Abhebung des Protoplasten von der Membran ist stellenweise stir- 
ker als nach Fixation mit Kopsch-Regaud und Lewitzky, aber 
an manchen Stellen halt sich auch hier die Abhebung in sehr geringen 
Grenzen. 


(Mittelwert 990 A, min. 60A, max. 1940 A) 


Dort, wo die Abhebung sehr gering ist, sind die sublichtmikroskopischen 
Plasmodesmen ausgezeichnet erhalten. 

Das Cytoplasma ist in bezug auf seinen Cytonemabau typisch erhalten. 
Die Cytonemata erscheinen sehr distinkt und gleich deutlich wie nach 
Osmiumsaurefixation. Ihre schraubige Windung ist an den Ultradiinn- 
schnittaufnahmen sehr leicht nachzuweisen, wie die Abb. 6 zeigt. Die 
Dimensionen der Cytonemata sind folgende: 


Fadenbreite 

Mittelwert: 180 A, min.: 120A, max.: 240A 
Schraubendurchmesser 

Mittelwert: 630 A, min.: 410A, max.: 740A 
Ganghéhe 

Mittelwert: 270 A, min.: 230A, max.: 310A 


Sie stimmen also mit dem osmiumsdaurefixierten Material gréBenord- 
nungsmafig gut iiberein. Die Cytonemata neigen nach Formolfixation zu 
einer Vernetzung; manchmal erscheinen sie auch klumpig gehauft. Das fein 
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recht leer. 


Die aufere Plasmagrenzschicht ist scharf gezeichnet. Die Chondriosomen 


sind erhalien, aber ihre Innenstruk- 
tur ist gegeniiber dem osmiumsaure- 
fixierten Material weitgehend veriin- 
dert. Die Doppelschichtigkeit der 
Chondriosomengrenzschicht ist nicht 
mehr deutlich beobachtbar. Auch der 
tubulése Feinbau der Chondriosomen 
ist undeutlich geworden. Dafiir sind 
fiidige, stark elektronenstreuende Par- 
tikel in gewundener Form im Innern 
der Chondriosomen zu _ beobachten. 
Die Doppellamellen sind erhalten (en- 
doplasmatisches Reticulum). Ebenso 
sind auch die lamellenartigen Golgi- 
apparate noch deutlich erkennbar. 


6. Champy 


Die Fixation der Wurzeln erfolgie 
im Gemisch nach Champy (4 
2% Osmiumsiure + 7 cm? 3% Kalium- 
bichromat + 7 cm* 1% Chromsiure). 


Die Fixationsdauer betrug 24 Std. Gewiassert wurde 2 Std. Die Kontrastie- 
rung erfolgte mit 2% Uranylacetat 2 Std. 

Champy erwies sich fiir die Wurzelspitzen von Allium cepa als ein 
sehr schlechtes Fixiermittel. Die Abhebung des Protoplasten von der Mem- 
bran war iiberaus stérend, so daf die meisten Plasmodesmen gerissen sind 
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geflockte Dispersionsmittel ist in der unmittelbaren Umgebung der Cyto- 
nemata gerade noch beobachtbar. Im iibrigen erscheinen die Zwischenraume 


Abb. 6. Die sehr gute Erhaltung der Cytonemata nach Fixation in 4% Formol 
und Kontrastierung mit Osmiumsadure und Uranylacetat. Typische Schnittbilder 
sind zu sehen. Primarvergréferung 8000fach, SekundarvergréRerung 80.000fach. 


und nur noch Teilreste der Plasmodesmen beobachtet werden konnien. 
Der Mittelwert der Abhebung betrug 6710 A. Die Abhebung wire so be- 
reits lichtmikroskopisch deutlich bemerkbar. ; 

Das Cytoplasma erleidet durch das Gemisch von Champ y tiefgrei- 
fende Veranderungen. Die Cytonemata sind zwar als schraubig gewundene 
Faden noch in allen Priaparaten nachweisbar, sie sind jedoch stark ver- 


Abb. 5. Das Strukturbild des Cyto- 
plasmas nach Fixation mit dem Ge- 
misch von Lewitzky und nad- 
folgender Kontrastierung mit Uranyl- 
acetat. Niheres im Text. Primiarver- 
groRerung 8800fach, Sekundiarver- 
gréRerung 18.000fach. 
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quollen, so daf{ die Dimensionen der Cytonemata in bezug auf ihren 
Fadendurchmesser erheblich vergréfert sind. Der Mittelwert der Faden- 
breite betragt 260 A, min.: 170 A, max.: 400 A. Die schraubig gewundenen 
Cytonemafaden sind in ihren Windungen deformiert, so daf auch beinahe 
gestreckte, nur noch leicht wellig verlaufende Cytonemata vorkommen. Es 
war daher nicht sinnvoll, den Schraubendurchmesser oder die Ganghéhe 
statistisch zu bestimmen. Eine Verklumpung der Cytonemata zu dichteren 
Knaueln kommt regelmafig vor, wodurch die grob brockige Struktur des 
Cytoplasma nach der Fixation nach Champ yy ihre Erklarung findet. 

Zweifellos sind die Cytone- 
mata auch nach dieser relativ 
schlechten Fixation noch nach- 
weisbar, aber fiir die Darstel- 
lung der Cytonemata ist bei 
dem vorliegenden Objekt die 
Fixation nach Champy un- 
geeignet. 

Die Chondriosomen sind er- 
kennbar. Die doppelte Grenz- 
schicht derselben ist aber un- 
deutlich. Die ,, Tubuli* erschei- 


Abb. 7. Der Strukturaspekt des Cytoplasmas "©" stark aufgebliht und va- 
nach Fixation mit dem Gemisch nach Champy kuolendhnlich. Das Innere der 
und Kontrastierung mit Uranylacetat, Ein Chondriosomen macht den 


Chondriosom ist gerade noch erkennbar. Nihe- Eindruck, als ob es von ge- 

res im Text. PrimarvergréRerung 8800fach, Se- wundenen, stark elektronen- 

kundarvergréRerung 18.000fach. streuenden Faden durchzogen 

wire. Golgiapparate wurden 

festgestellt, wahrend die Doppellamellen nur mehr undeutlich erkennbar 
sind. Abb. 7 gibt einen Einblick in diese Verhaltnisse. 


7. Alkohol-Formol 


Die Fixation erfolgte in einem Gemisch aus zwei Teilen 90% Alkohol 
und einem Teil 40% Formol. Die Fixationsdauer betrug 24 Std. Gewissert 
wurde 2 Std. Die Kontrastierung erfolgte mit Uranylacetat 2% 2 Std. Die 
Abhebung des Protoplasten von der Membran ist auf weite Strecken hin 
sehr stark. Mittelwert 5250 A. Die Plasmodesmen sind daher schlecht er- 
halten und nur in den seltensten Fallen noch zu bemerken. Das Cyto- 
plasma ist nicht sehr kompakt erhalten. Die Cytonemata sind als schraubig 
gewundene Faden zu sehen, aber sie sind etwas deformiert, vernetzt und 
verklumpt. 

Die Fadenbreite konnte im Mittelwert mit 250 A (min.: 190 A, max.: 
340 A) bestimmt werden. Sie sind also gréer als nach Osmiumsiaurefixation. 
Eine Ausmessung des Schraubendurchmessers und der Ganghéhe erschien 
wegen der deutlichen Deformierung nicht zweckmafig. Eine Verquellung 
der Cytonemata ist gegeniiber Osmiumsiaure also fesistellbar. Das Disper- 
sionsmittel des Cytoplasmas ist flockig koaguliert und bildet ein relativ 
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zartes Netzwerk, in welches die zusammengeballten Cytonemata eingebet- 
tet sind. Grofe leere Riume sind jedoch infolge der Innendeformation hau- 
fig zu beobachten. 

Die Chondriosomen sind nur mehr in undeutlich erkennbaren Resten 
erhalten. Ihre Struktur ist weitgehend zerstért, so da® zur Darstellung der 
Chondriosomen das Alkohol-Formolgemisch nicht geeignet erscheint. Die 
Doppellamellen und die Golgiapparate sind nicht mehr nachweisbar. 


8. Gemisch nach Rabl 


Um die Wirkung von Schwermetallsalzen zu priifen, wurde auch das 
Gemisch von Rab1 in die Versuchsreihe einbezogen. Es besteht aus 10 cm? 


Abb. 8. Das Strukturbild des Cytoplasmas nach Fixation mit dem Gemisch nach 
Rabl. Néheres im Text. Primarvergréferung 8800fach, SekundarvergréRerung 
18.000fach. 


1% wisseriger Platinchloridlésung + 10cm* gesiattigter, wasseriger Subli- 
matlésung + 20cm? aqua dest. Die Fixationsdauer betrug 24 Std. Gewiis- 
sert wurde 14 Std. Die Kontrastierung wurde mit Uranylacetat 2% 2 Std. 
lang durchgefiihrt. Dann wurde 2 Std. gewassert 

Die Abhebung des Protoplasten von der Membran ist wechselnd —- bei 
manchen Praparaten minimal, bei manchen stiarker (550—7780 A). Im Cyto- 
plasma sind die Cytonemata an giinstigen Stellen noch erkennbar. Die 
schraubigen Windungen sind zwar noch nachweisbar aber unregelmafig 
geworden. Auch weitgehend entrollte Cytonemata sind zu sehen. Das Dis- 
persionsmittel des Cytoplasmas ist sehr grob geflockt, so da die Cytone- 
mata mit dem geflockten Dispersionsmittel starke Verklumpungen und Zu- 
sammenballungen zeigen. Dazwischen sind grofe, leere Lakunen im Cyto- 
plasma (Abb. 8). Auch die Cytonemata sind stark aufgequollen und in 
ihrer Innenstruktur weitgehend aufgelockert. Die mittlere Fadenbreite be- 
tragt 330 A, min.: 220 A, max.: 440 A. 
Die Chondriosomen sind nur andeutungsweise als Inhaltskérper erhal- 
Protoplasma, Bd. L/4 45 
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ten. Da ihre Struktur weitgehend verandert ist (Tubuli nicht sichtbar, dop- 
pelte, auBere Grenzschicht nicht mehr erkennbar), ist ihre eindeutige Be- 
stimmung gegeniiber den anderen Zellorganellen nicht mehr durdhfiihr- 
bar. Weder Doppellamellen noch Golgiapparate konnten aufgefunden wer- 
den. 

9. Essigsaiurehaltige Fixiermiittel 


Da es sich herausgestellt hat, daf alle Fixationsmittel, welche Essig- 
siure enthalten, fiir die Fixation des Cytoplasmas zum Zwecke elektronen- 
mikroskopischer Untersuchungen sich als ganzlich ungeeignet erwiesen 
haben und die Innendeformation des Cytoplasmas bei allen essigsiurehalti- 
gen Fixiermitteln gleich ist, sind die essigsdurehaltigen Fixiermittel zusam- 
menfassend besprochen, um Wiederholungen zu vermeiden. 

Unter den zahlreichen Fixiermitteln, welche Essigséure enthalten, wur- 
den folgende ausgewahlt: 

Gemisch nach F lemming, bestehend aus 15cm? 1% Chromsaure + 
4cm? 2% Osmiumsiaure + 1 cm? Eisessig. Die Fixationsdauer betrug 24 Std., 
die Wasserung ebenfalls 24 Std. 

Gemisch nach Bouin, bestehend aus 15cm? gesattigter, wasseriger 
Pikrinséure + 35cm? Formalin 40% + 1cm? Eisessig. Es wurde 14 Std. 
lang fixiert und hernach nach Vorschrift 2 Std. in 70% Alkohol, dann je 
1/4 Std. in 60%, 40% und 20% Alkohol und aqua dest. ausgewaschen. 

Gemisch nach Carnoy, bestehend aus 30cm? Chloroform + 60cm? 
absolutem Alkohol + 10cm? Eisessig. Die Fixationsdauer betrug 1 Std., 
dann wurde nach Vorschrift je 10 Min. in 40% und 20% Alkohol ausge- 
waschen und 30 Min. gewassert. 

Gemisch nach Tell yesniczky, bestehend aus 100cm3? 3% Kalium- 
bichromat + 35cm? Essigsiure 96%. Es wurde 2 Std. lang fixiert, ebenso 
2 Std. lang gewissert. 

Die Kontrastierung wurde in jedem Falle mit Uranylacetat 2% 2 Sid. 
Jang nach erfolgter Wasserung durchgefiihrt und dann noch 2 Std. in Lei- 
tungswasser ausgewaschen. 

Das Fixationsgemisch nach F lemming bewirkte die geringste Abhe- 
bung des Protoplasten von der Membran (540—4610 A). Hiaufig konnte nur 
eine minimale, im sublichtmikroskopischen Bereich sich bewegende Abhe- 
bung festgestellt werden. 

Dementsprechend sind nach Fixation mit dem Gemisch nach F le m- 
ming die Plasmodesmen noch relativ haufig erhalten, doch ist dieses Ge- 
misch im Vergleich zur Osmiumsaure fiir die Darstellung der Plasmodesmen 
nicht empfehlenswert. 

Im Fixationsgemisch nach Bouin, Carnoy und Tellyesnicky 
ist die Abhebung des Protoplasten von der Membran wesentlich gréfer und 
erreicht in jedem Falle lichtmikroskopische Dimensionen. Nur bei dem Ge- 
misch nach Tell yesniczky war die Abhebung im allgemeinen etwas 
geringer. Daher sind diese Fixationsgemische zur Darstellung der Plas- 
modesmen ganzlich ungeeignet. Das Cytoplasma isi in allen essigsdure- 
haltigen Fixierungsmitteln zu einer spongiosen, locker gelagerien, stark 
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elektronenstreuenden Masse deformiert. Grofe, leere Lakunen treten regel- 
maRig im Cytoplasma auf, so da man den Eindruck einer auffallenden 
Substanzarmut im Vergleich zum osmiumsdurefixierten Material erhiilt. 
Kine nahere Analyse lat erkennen, daf die Cytonemata stark verquollen 
und miteinander zu brockigen Massen fusioniert sind. An sehr scharf 
fokussierten Aufnahmen kann man die Existenz der Cytonemata noch er- 
kennen. Sie sind undeutlich gewordene Reste von schraubig gewundenen 
Faden, welche stark verquollen erscheinen. Die Fadenbreite betragt im 
Mittel 400 A, im Minimum 340 A und im Maximum 510 A. 

Die Innenstruktur der Cytonemafiaden ist aufgelockert (vgl. Seite 624) 
und sehr verdeutlicht, so daf an der Existenz der Cytonemata kein Zweifel 


Abb. 9. Der Strukturaspekt des Cytoplasmas nach Fixation mit dem essigsaure- 
haltigen Gemisch nach Carnoy und Kontrastierung mit Uranylacetat. Naheres 
im Text. PrimarvergréRerung 8800fach, Sekundarvergréferung 18.000fach. 


bestehen kann. Fiir eine klare Darstellung der Cytonemata ist jedoch die 
Reihe der essigsiurehaltigen Fixationsmittel durchgehend ungeeignet, da 
wahrscheinlich die Essigsdure durch ihre hydrolysierende und quellende 
Wirkung eine weitgehende Zerstérungsarbeit geleistet hat. 

Die Abb. 9 belegt den Aspekt der Feinstruktur des Cytoplasmas nach 
Fixation mit essigsdurehaltigen Fixierungsgemischen. 

Die Deformation der Cytoplasmakonfiguration ist so weitgehend, dal 
von der urspriinglichen Strukturordnung in den Zellen wenig iibrig ge- 
blieben ist. Die Chondriosomen sind in keinem Falle so erhalten, da man 
sie erkennen kénnte. Im giinstigsten Falle sind Uberresie derselben erkenn- 
bar. Auch die Golgiapparate und die Doppellamellen (endoplasmatisches 
Reticulum) sind nicht erhalten. Die Anordnung der Vakuolen und der 
Mikrovakuolen ist nicht mehr erkennbar. 

Zusammenfassend kann fiir die Wirkung verschiedener Fixationsmitiel 
auf die Feinstruktur des: Plasmias festgestellt werden, da essigsdurehaltige 
Fixiergemische quellend und daher strukturvergrébernd wirken. Die 
Untersuchungen von Bretschneider (1950) zu diesem Problem ergaben 
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ahnliche Resultate. Bretschneider deutete zwar noch die Struktur 
des Plasmas als Netzwerk im Sinne der Haftpunkttheorie F re y - W yss- 
lings. Bretschneider berichtet jedoch auch, Osmiumsiure, 
Formol, Kaliumbichromat die ,,kleinste Teilchengréfe im Plasma erzeugen“, 
essigsdurehaltige Fixiergemische dagegen die .Grundnetzstruktur des 
Plasmas“ grob verandern. Die eigenen Versuchsergebnisse zeigten eindeutig, 
daB vom Gebrauch essigsaiurehaltiger Fixationsmittel fiir die Elektronen- 
mikroskopie abzusehen ist. 


II. Untersuchungen mit verschiedener Kontrastierung bei 
gleichbleibender Fixation 


Im Hinblick auf die Bedenken, welche Menke (1957) geauBert hat, 
war es notwendig, planmafige Untersuchungen an den Meristemzellen der 
Wurzelspitzen von Allium cepa bei konstanter Fixierung und wechselnder, 
nachfolgender Kontrastierung durchzufiihren. Bei der Wahl des Fixierungs- 
mittels mute naturgeméf von einem osmiumsidurefreien Fixierungs- 
mittel ausgegangen werden. So konnte die Frage eines eventuellen Ein- 
flusses der Konstrastierungsmittel auf den Strukturaspekt des Cytoplasmas 
entschieden werden. 

Die Erfahrungen, welche mit verschiedenen Fixiergemischen gewonnen 
wurden, lieBen die Wahl fiir das in dieser Versuchsreihe konstant ge- 
haltene Fixiermittel auf das Gemisch von Kopsch-Regaud fallen, 
weil bei Anwendung dieses Gemisches die Cytonemata bei einer Fixations- 
dauer von 24 Std. im Vergleich zu dem osmiumsiurefixierten Material sehr 
gut erhalten sind und lediglich eine Vernetzung der Cytonemata als zu- 
satzliches Artefakt beobachtet werden konnte. 

Die Auswahl der Kontrastierungsmittel erfolgte nach praktischen und 
theorethischen Gesichtspunkten. Da innerhalb aller elektronenmikroskopi- 
schen Arbeiten, welche bisher in der Weltliteratur erschienen sind, die 
Osmiumsiaure bei ihrer gleichzeitigen Fixationswirkung auch als Kon- 
trastierungsmittel allgemein Anwendung findet. wurde sie selbstverstand- 
lich vergleichend gepriift. Fernerhin wurde die von Strugger (1956) 
angewendete Kontrastierung mit Osmiumsaure und Uranylacetat ange- 
wandt. 

Es wurden noch Kontrastierungsmittel ausgewahlt, welche vom chemi- 
schen Gesichtspunkte aus eine Bildung sublichtmikroskopischer, artifizieller 
Komplexe nicht bewirken kénnen. Eine komplexe Wismutverbindung 
wurde uns zu diesem Zwecke vom anorganisch-chemischen Institut der 
Universitat Miinster angefertigt. Wir sagen den Herren Prof. Dr. Klemm 
und Prof. Dr. Schafer fiir ihre Unterstiitzung herzlichen Dank. 

Fernerhin wurde aus den gleichen theoretischen Griinden der Versuch 
unternommen, mit einer 5% wisserigen Caesiumchloridlésung zu kontra- 
stieren, und schlieflich wurde nur nach Fixation mit Kopsch-Regaud 
ohne nachiragliche Konirastierung gearbeitet. Bei dieser Versuchsreihe 
konnte nur das Kaliumbichromat eine Kontrastwirkung erzielen. 
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gefiihrt. Gewiissert wurde in Leitungswasser 2 Std. 
1. Kontrastierung mit Osmiumsiaure. 


Mit Veronal gepufferte Osmiumsiaurelésung (1%) wurde nach der Wasserung 
4 Std. lang einwirken gelassen, hierauf wurden die Wurzeln 4 Std. gewiassert und 


eingebettet. 


2. Kontrastierung mit Uranylacetat. 


2% wiaBrige Uranylacetatlisung (pH 4) wurde 4 Std. auf die Wurzeln ein- 
wirken gelassen. Die nachtriigliche Wisserung in Leitungswasser dauerte 4 Std. 
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Die Fixation der Wurzelspitzen wurde mit dem Gemisch nach Kopsch- 
Regaud 24 Std. (80cm? Kaliumbichromat 3% + 20cm3 Formalin 40%) durch- 
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Fadenbreite der 


Schraubendurchmesser der 


Cytonemata in A Cytonemata in A 
suierung | Mittel- Mittel- 
esi Min. | Max. nes ; Min. | Max 
wert | wert 
Kopsch- | 0s0, 170 120-230 520 410-730 
Regaud 


Urany]l- 
acetat 


230 


440 


OsO, + 
Uranyl- 
acetat 


Wismut 


3. Kontrastierung mit Osmiumsaure + Uranylacetat. 
4 Std. lang wurde mit mit Veronal gepufferter Osmiumsaure (1%) behandelt. 
Hierauf 4 Std. gewiassert. Dann wurde 4 Std. lang mit 2% waBriger Uranylacetat- 


lésung (pH 4) nachkentrastiert und wiederum 4 Std. gewissert. 
4. Kontrastierung mit der Wismutverbindung. 


4 Std. lang wurde mit der Wismutlisung (pH 6.6) behandelt. Die Wasserung 


erfolgte in Leitungswasser 4 Std. lang. 


Zusammensetzung der Wismutlésung: 
110 mg Bi(NO,),.5H,O werden in etwa 5 cm? 2n HNO, warm gelést. Die Lésung 


wird mit Wasser verdiinnt, 


mit 90mg Komplexon III 
Athylendiamin-Tetraessigsiure, und 2.03g Natriumcitrat 
(Na,;C,H;O, .5.5H,O) versetzt und schlieBlich mit Wasser auf 100 cm? aufgefiillt. 
Sie hat einen pH-Wert von etwa 4,5 und kann durch Zutropfen von verdiinnter 
NaOH auf den gewiinschten pH-Wert, z. B. auf pH 6, gebracht werden. Das Wis- 
mut ist als Komplex in der Lésung enthalten. 

5. Kontrastierung mit Caesiumchlorid. 

Die Wurzeln wurden 4 Std. lang mit einer 5% Caesiumchloridlésung (pH 6) in 
Leitungswasser behandelt. Hierauf wurde in Leitungswasser 4 Std. gewiissert. 


(Dinatriumsalz 


der 


= 
| | | 
| 180 | 120.240 480 | 350 | 590 
Regaud | | 
| | | 
Kopsch- 170 | 120 230 510 | 400 700 
Regaud | | 
Kopsch- 180 120 240 540 410 620 
Regaud | | | 
Kopsch- Cr | 160 | 120 | 210 600 | 470 800 
Regaud | | | | | 
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6. Kontrastierung mit Kaliumbichromat. 

Es wurde die 24stiindige Fixation im Gemisch von Kopsch-Regaud als 
gleichzeitige Kontrastierung angesehen. Die Wasserung erfolgte 2 Std. 

Uber diese Versuchsreihen kann wegen der Einheitlichkeit der Ergeb- 
nisse zusammenfassend berichtet werden. Die elektronenmikro- 
skopische Analyse der Ultradiinnschnitte zeigte ein- 
deutig, die Cytonemata in ihrer charakteristischen 
geschraubten Gestalt und in ihren Dimensionen unab- 
hingig vom angewandten Kontrastierungsmittel im 
Cytoplasma beobachtet werden k6én- 
nen. Die Tab. 1 belegt die gemessenen Werte. 

Unabhiingig von der chemischen Natur des 
Kontrastierungsmittels haben die Dimensionen 
der Cytonemata die gleiche Gréfenordnung, wie 
sie von Strugger (1957) anlaflich der ersten 
Beschreibung der Cytonemata angegeben wurden. 


Abb. 10. 


Abb. 10. Das Strukturbild des Cytoplasmas nach Fixation mit dem Gemisch nach 
Kopsch-Regaud und nachfolgender Kontrastierung mit Osmiumsaure. Die 
Cytonemata sind deutlich zu sehen. PrimarvergréBerung 8000fach, Sekundiarver- 
gréBerung 79.500fach. 
Abb. 11. Das Strukturbild des Cytoplasmas nach Fixation mit dem Gemisch nach 
Kopsch-Regaud und nachfolgender Kontrastierung mit Caesiumchlorid. Die 
Schnittbilder durch die Cytonemata sind deutlich beobachtbar. Primarvergréferung 
8000fach, SekundirvergréRerung 79.500fach. 
Abb. 12. Das Strukturbild des Cytoplasmas nach Fixation mit dem Gemisch nach 
Kopsch-Regaud ohne weitere Kontrastierung. Die Cytonemata sind auch 
ohne Osmiumsaure- und Uranylacetat-Kontrastierung deutlich zu erkennen. 
PrimarvergréRerung 8000fach, SekundarvergréRerung 79.000fach. 


Es besteht sonach kein Zweifel, dai die Cytonemaschrauben in ihrer 
Darstellbarkeit nicht vom jeweilig angewandten Kontrastierungsmitiel ab- 
hangen. Sogar bei blofer Fixation im Gemisch von Kopsch-Regaud 
sind. sie durch die kontrastierende Wirkung des Kaliumbichromats in 
gleicher Weise zu beobachten wie nach Kontrastierung mit der von Menke 
(1957) verdachtigten Osmiumsaure und dem von Menke auf Artefakt- 
strukturbildung angesprochenen Uranylacetat. Damit ist wohl der Einwand 
Menkes an dem Objekt, an welchem die Cytonemata von Strugger 
(1956, 1957) beschrieben wurden, widerlegt. Es ware noch einiges iiber die 
verschiedenartige Kontrastwirkung, hervorgerufen durch die jeweiligen 
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Kontrastierungsmittel, zu sagen. Da Messungen nicht vorgenommen werden 
konnten, soll nur der subjektive Eindruck kurz mitgeteilt werden. Die 
stirkste Elektronenstreuung lieferten die Cytonemata nach kombinierter 
Kontrastierung mit Osmiumsaure und Uranylacetat. Hiernach folgen die 
Kontrastierung mit Osmiumsaure, die Kontrastierung mit Uranylacetat 
und dann die Kontrastierung mit der Wismutverbindung, Caesiumchlorid 
und Kaliumbichromat. 


Die Abb. 10—12 belegen diese Befunde. 


IIf. Beobachtungen itiber die Feinstruktur der Cytonemata 


Das umfangreiche elektronenmikroskopische Aufnahmematerial von 
Ultradiinnschnitten durch das Cytoplasma der Wurzelmeristemzellen von 
Allium cepa, welches unter verschiedenen Fixations- und Kontrastierungs- 
bedingungen gewonnen wurde, bot bei allen gut fokussierten Aufnahmen 
die Gelegenheit, den Feinbau der schraubig gewundenen Cytonemafaden 
vergleichend zu untersuchen. Da ein Cytonemafaden einen mittleren Durch- 
messer von 150—180 A hat, so sind die zu erwartenden Dimensionen seiner 
Feinbauelemente bereits unterhalb der kritischen Beurteilungsgrenze elek- 
tronenmikroskopischer Aufnahmen an biologischen Objekien gelegen. Es 
ist nach dem derzeitigen Stand der elektronenmikroskopischen Unter- 
suchungen an Ultradiinnschnitten schon unsicher, Strukturelemente, welche 
kleiner als 50 A sind, mit Sicherheit zu beurteilen. AuBerdem kénnen inner- 
halb solcher Dimensionen Artefaktstrukturen, hervorgerufen durch die 
Fixation und Kontrastierung, leicht auftreten. 

Wenn wir trotzdem den Versuch unternommen haben, das Aufnahme- 
material im Hinblick auf die in den Cytonemafaden beobachtbaren Struk- 
tureinzelheiten auszuwerten, so wurden wir durch die erstaunliche Uber- 
einstimmung der beobachtbaren Sirukturbilder nach verschiedener Fixation 
und verschiedener Kontrastierung iiberzeugt, daf es lohnend sei, das Beob- 
achtete kurz mitzuteilen. Es kann auf Grund aller Bedenken, welche noch 
erhoben werden miissen, noch nicht entschieden werden, ob die beschreib- 
bare Innenstruktur der Cytonemata der vitalen Wirklichkeit entspricht. 
Wir méchten daher diese kurze Darstellung nur als eine anregende und 
vorliufige Beschreibung verstanden wissen. 

Da in den Ultradiinnschnittbildern die schraubig gewundenen Cytone- 
mata in beliebigen Ebenen beobachtet werden kénnen, so lief sich die 
innere Struktur der Cytonemata an Querschnitten und an Fadenlangs- 
schnitten untersuchen. Die Cytonemaquersdchnitte zeigen die in Abb. 13 a 
wiedergegebenen Bilder. Jedes Cytonema besteht aus einer schwicher 
elektronenstreuenden Grundsubstanz, in welcher im Querschnittsbild 
1—2 punktférmig erscheinende, stark elekironenstreuende Strukturelemente 
sehr scharf begrenzt zu sehen sind. Sie liegen haufig in der Grundmasse 
etwas exzentrisch eingelagert. Es kommt an Querschnittbildern auch vor, 
daft halbringférmige, stark elektronenstreuende Fadenstiicke im Innern zu 
sehen sind (vgl. Abb. 13a). Schon die Analyse der Querschnittbilder er- 
brachte die Wahrscheinlichkeit, da jeder Cytonemafaden aus einer 


: 
q 
4 


624 S. Strugger und Hildegard Lindner 


schwiicher elektronenstreuenden Grundsubstanz besieht, in welche in der 
Nihe der Peripherie stark elektronenstreuende, wiederum schraubig ge- 
wundene Faden in der Ein- oder Zweizahl eingelagert sind. Mit Uranyl- 
acetat lassen sich diese schraubig gewundenen Subfadenelemente besonders 
kontrastreich darstellen. 

In der Seitenansicht ist unabhingig von der Fixation und unabhingig 
von der Kontrastierung die schwach elektronenstreuende Grundsubstanz 
des Fadens deutlich sichtbar, und in allen Praparaten konnte ein System 
stark elektronenstreuender, dicht schraubig gewundener Subfaden im 
Innern beobachtet werden. Wie die Abb. 13b und 14 zeigen, erfiillen die 


Abb. 13. Abb. 14. 

Abb. 13. Die in allen gut fokussierten Aufnahmen zu beobachtenden Struktur- 
einzelheiten in den Cytonemafiden. a vier Querschnittsbilder, b eine Seitenansicht. 
Niéheres im Text. 

Abb. 14. Schematische Zeichnung des zu beobachtenden Feinbaus der Cytonemata. 
In einer schwiacher uranophilen Grundsubstanz sind schraubig gewundene Faden 
eingebettet. welche stark uranophil sind. 


schraubig gewundenen, stark elektronenstreuenden Subfiaden die innere 
Partie des Cytonemafadens, so daft noch ein schmaler Mantel der schwach 
elektronenstreuenden Grundsubstanz an der Peripherie zu bemerken ist. 
Der eine von uns (Strug ger 1957 a) konnte bereits iiber die Feinstruktur 
der Cytonemata berichten, daf sie einen stark uranophilen Docht und einen 
schwiicher uranophilen Mantel besitzen. Schon damals wurde die Méglich- 
keit ausgesprochen, da auch die Cytonemata eine untergeordnete schrau- 
bige Feinstruktur haben. Uber die Dimensionen dieser Bauelemente der 
Cytonemata kénnen naturgeméf nur geschitzte Werte angegeben werden. 
Der Durchmesser der schraubig gewundenen Subfaden diirfte zwischen 
30 und 40 A betragen. Der Durchmesser der Subschrauben, welche den stark 
uranophilen Docht bilden, betragt rund 140 A. Die Ganghéhe bewegt sich 
zwischen 60 und 120A. Die Zahl der schraubig gewundenen Subfaden in 
den Cytonemata ist sehr schwer bestimmbar. Die Einzahl und Zweizahl 
scheinen am haufigsten vorzukommen. Ob mehr als zwei Subfaden durch 
schraubige Aufwindung den Docht bilden kénnen, muf unentschieden 
bleiben. 
Zusammenfassung der Ergebnisse 


1. An den Wurzelmeristemzellen von Allium cepa wurde bei verschie- 
dener Fixation und konstant bleibender Kontrastierung die Frage gepriift, 
ob die von Strugger (1956, 1957) nach Osmiumsaure-Fixation und 


4 
2 a b 
| 


Untersuchungen zum Problem der Feinstruktur des Cytoplasmas 625 


Uranylacetatkontrastierung aufgefundenen schraubig gewundenen Cyto- 
nemafiden im Cytoplasma unabhingig vom Fixationsmittel erhalten 
bleiben. Folgende Fixationsmittel erlauben im Ultradiinnschnitt nach Kon- 
trastierung mit Osmiumsaure oder Uranylacetat die Fesistellung schraubig 
gewundener Cytonemata: 

Osmiumsiure, Gemisch nach Altmann, Gemisch nach Kopsch- 
Regaud, Gemisch nach Lewitzki und 4% Formol. 

Auf Grund dieser Feststellung kann gesagt werden, da chemisch sehr 
heterogene Fixationsmittel dasselbe Strukturbild ergeben. Infolgedessen ist 
es unwahrscheinlich, daf die Cytonemata Fixierungsartefakte sind. Es ist 
lediglich der Grad ihrer gegenseitigen Vernetzung durch die o. g. Fixations- 
mittel verschieden beeinfluBt, selbst ihre Feinstruktur bleibt konstant. 

Die Fixationsmittel: Gemisch nach Cham p y, Alkohol-Formol, Gemisch 
nach Rab! deformieren die Cytonemata des Cytoplasmas sehr stark, doch 

_ ist an ihrer Existenz auch nach Fixation mit diesen Gemischen nicht zu 
zweifeln. 

Alle essigsaiurehaltigen Fixationsgemische sind zur Darstellung der 
Cytonemastruktur des Cytoplasmas ungeeignet. Es wurden die Gemische 
nach Flemming, Bouin, Carnoy und Tellyesniczky gepriift. 
Die Cytonemata sind zwar noch nachweisbar, aber sie verquellen stark und 
verklumpen untereinander, so daft von einer Erhaltung der Cytoplasma- 
Feinstruktur nicht die Rede sein kann. Fixationsmittel, welche Essigsaiure 
enthalten, sind fiir die Elektronenmikroskopie daher ganzlich ungeeignet. 
Es werden auch andere Strukturelemente wie die Chondriosomen und die 
Golgiapparate voéllig zerstoért. 

2. Die Fixation der Wurzelspitzen von Allium cepa mit dem Gemisch 
nah Kopsch-Regaud wurde ausgenutzt, um das Strukturbild des 
Cytoplasmas nach Kontrastierung mit Osmiumsaure, Uranylacetat, einer 
Wismutverbindung, Caesiumchlorid und mit dem Kaliumbichromat des 
Fixationsmittels zu untersuchen. Das Ergebnis war eindeutig. In jeder Ver- 
suchsreihe konnten die schraubig gewundenen Cytonemata in der gleichen 
GroéRenordnung als disperse Phase des Cytoplasmas aufgefunden werden. 

3. Demnach sind die theoretischhen Einwande von Menke (1957) in 
bezug auf die von mir (1956, 1957) beschriebenen Cytonemata im Cyto- 
plasma experimentell widerlegt. Eine Deutung der schraubig gewundenen 
Cytonemata als artificielle Kolloidteilchen, welche durch die Osmium- 
siiure- oder Uranylacetatkontrastierung entstanden sind, kann mit Sicher- 
heit als ausgeschlossen betrachtet werden. 

4. Unabhingig von der Fixation und unabhangig von der Art der 
Kontrastierung konnte beobachtet werden, daf jeder Cytonemafaden aus 
einer schwiicher elektronenstreuenden Grundsubstanz und aus stark elek- 

tronenstreuenden, schraubig gewundenen Subfaden besteht. 
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Anormogenetische und parasitogene Syncytienbildung 
bei Turbellarien 


Von 
Erich Reisinger 
Aus dem Zoologischen Institut der Universitat Graz 


Mit 9 Textabbildungen 


(Eingegangen am 25. Juni 1958) 


Einleitung 


In der seit jeher umstrittenen Beurteilung der Stellung der Plathel- 
minthen innerhalb der Bilaterien hat sich in den letzten Jahren insofern 
eine Radikalisierung und Versteifung der Ansichten durchgesetzt, als man 
auf der einen Seite (Hadzi und Steinbéck) so weit geht, die acélen 
Turbellarien und damit alle héheren Evertebraten unmittelbar von ciliaten- 
ahnlichen Protozoen herzuleiten, wahrend man auf der anderen Seite 
(Re mane) eine Reihe der fiir die Plathelminthen so typischen, einfachen 
Organisationsziige, vor allem das Fehlen des Céloms, des Enddarms und 
des Afters, vielleicht auch des Gefafsystems durch sekundiare Riick- 
bildung zu erklaren sucht, eine Auffassung, die im iibrigen kein Ge- 
ringerer als K. Heider bereits 1914 mit aller Reserve in Erwagung ge- 
zogen hat. Obwohl sich die Hadzi-Steinbéckschen Theorien in 
ihren gegenwartigen Fassungen allein schon auf Grund der total verschie- 
denen Sexualverhaltnisse der gamontogamen Ciliaten einerseits und der 
gametogamen Metazoen andererseits als iuBerst problematisch 
erweisen, ist es nicht beabsichtigt hier das Fiir und Wider der beiden Auf- 
fassungen zu erértern (vgl. die treffende Kritik Remanes in Verh. Zool. 
Ges. Graz, 12/1!), zumal man mit theoretischen Erwagungen allein weder 
das eine noch das andere Lager wird iiberzeugen kénnen; die ergebnislos 
verlaufene Diskussion Remane-Steinbéck auf der 51. Jahrestagung 
der Deutschen Zoologischen Gesellschaft in Graz 1957 beweist das zur Ge- 
niige! Hier sollen statt dessen ex perimentelles Tatsachenmaterial 
und pathologisch bedingte Abanderungen der normalen Gewebs- 
sirukturen erértert werden, die geeignet erscheinen, das Problem der an- 
geblichen Urspriinglichkeit der ,syncytialen“* oder ,plasmodia- 
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len“ Beschaffenheit der Turbellariengewebe abzukliren. Die Bedeutung 
des Endocytiums (Westblad, 1948) = verdauendes Paren- 
chy m (Graff) = Entoplasmodium (Steinbéck) als angeblich primaire 
Struktur, und die Wahrscheinlichkeit der Berechtigung der HadZi- 
Steinbéckschen Uberlegungen kénnen dabei iiberpriift und ein nicht 
unwesentlicher Beitrag zur Strukturdynamik der Gewebe bei 
der in Diskussion stehenden Tiergruppe erbracht werden. 


Syncytiierung bei experimenteller Anormogenese 


Der zellige Aufbau des Trikladenkérpers hat noch niemals ernst- 
haft in Zweifel gestanden, kann man sich doch davon jederzeit mit Hilfe 
des Phasenkontrastverfahrens am lebenden Objekt, durch Mazeration sowie 
am histologischen Praparat miihelos iiberzeugen. Nichtsdestoweniger kommt 
es in Fallen besonderer physiologischer Aktivitat zu einem voriibergehenden 
Verschwinden der Zellgrenzen, ein re versibler Prozef, der besonders 
nach starker Nahrungsaufnahme an dem mit der Nahrungsphagozytose be- 
faten Darmepithel leicht zu beobachten ist. Besonders bei der intraplas- 
matischen Verdauung von gréferen Nahrungsbrocken kommt dieser vor- 
iibergehenden Syncytiumbildung eine erhebliche Bedeutung zu (Wes t- 
blad 1923). Der Proze® der Syncytiierung steht dabei, in voller Bestati- 
gung der Westbladschen Befunde, am Ende einer Reihe von Verinde- 
rungen am Darmephitel, die mit der Schwellung der Zellen infolge starkerer 
Wasseraufnahme beginnen und iiber eine Phase gesteigerter, am6- 
boider Bewegung im Dienste der Phagozytose zur totalen Zell- 
verschmelzung fiihren. Ein Ineinandergreifen dieser Vorgainge er- 
schwert dabei die Abgrenzung der einzelnen strukturellen Veranderungen 
gegeneinander. Nachdem alle Nahrungskérper in das Plasma des Darm- 
syncytiums aufgenommen sind, beginnt, im Zuge der fortschreitenden intra- 
plasmatischen Verdauung, eine allmahliche Restitution der histologischen 
Struktur des intakten Darmepithels. Die verschwundenen Zellgrenzen be- 
ginnen wieder sichtbar zu werden (nach dem Phasenkonirastverfahren 
2 bis 4 Stunden eher als am histologischen Praparat!) und der friihere, rein 
zellige Aufbau ist unter Wiedereinnahme der alten Zellareale wieder her- 
gestellt. Hauser (1956) glaubt demgegeniiber an Crenobia (Planaria) 
alpina Dana vollkommen andere Verhiltnisse feststellen zu kénnen. Seine 
Befunde, denen zufolge es nach jeder ausgiebigen Nahrungsaufnahme zu 
einer totalen oder partiellen ,Auflésung der anatomisch-histologischen 
Struktur*, nicht etwa nur des Darmepithels, sondern auch der Muskulatur, 
der Nervenstrange (!). der Dotterstécke usw. kommen soll, sind so aben- 
teuerlich und in ihren SchluBfolgerungen so gewagt, daf dem Yerfasser 
fundamentale Untersuchungsfehler technischer Ari unterlaufen sein miissen, 
die zu einer, durch die beigebrachten Mikrophotographien belegten, t e i I- 
weisen Mazeration seiner Tiere gefiihrt haben. 

Nach dem Gesagten ist die voriibergehende, reversible Syncyti- 
ierung des Trikladendarms ein an bestimmte Funktionsphasen 
gebundener, also strukturdynamischer Vorgang, der keinerlei Veranlassung 
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dazu gibt, den primar zelligen Charakter des Darmepithels irgendwie in 
Zweifel zu ziehen. lrreversibel ist die Syncytiierung bei der Bildung 
des sogenannten Dottersyncytiums wiahrend der Embryonalentwicklung. 
In diesem Fall handelt es sich aber nur um ein vermutlich fermentativ aus- 
geléstes Zusammenfliefen der der Resorption durch den Keim unterwor- 


Abb. 1. Planaria polychroa O. Schmidt, Breistruktur und Restitution im 
Anoptral-Phasenkontrast. A: Brei unmittelbar nach der Pressung; einzelne Zellen, 
Zelltriimmer und Driisensekret (Rhabditen). B: Zwei Minuten nach der Pressung, 
Zellverschmelzung im Gange, Bildung einer geschlossenen Oberflache ohne Beteili- 
gung von Epithelzellen. C: Améboide, hyaloplasmatische Fortsatze des sich von 
unten her vorschiebenden Restitutionshaéutchens; die Syncytiierung der Innenmasse 
ist im Gange. D: Umwachsungsrand des Restitutionshautchens; links von dem Pfeil 
fertiges Restitutionshautchen, rechts améboide Fortsatzbildung des freien Randes. 
E: Restitutionshautchen fertig gebildet, im Inneren Syncytiumbildung und begin- 
nende Zytolyse nicht syncytiierter Zellen, vor allem der noch deutlich erhaltenen 
Parenchymmuskelfasern. F: Fertiger, atypischer Restitutionskérper mit extrem star- 
ker innerer Zytolyse. — A—E: Lebendaufnahmen. F: Schnittpriaparat. 
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fenen Dotterzellen, also um einen rein trophischen Vorgang an einem zum 
restlosen Verbrauch bestimmten Material. Die Keimesentwicklung selbst 
verliuft in den Friihstadien bekanntlich rein zellig unter anfanglich 
volliger riumlicher Trennung (Blastomerenanarchie) der einzelnen Fur- 
chungszellen. 

Quetscht man Siiffwassertrikladen unter Beigabe von geeigneten Zusatz- 
fliissigkeiten durch Miillergaze, so bilden sich in dem so erhaltenen Gewebs- 
brei, wie ich bereits 1932 festgestellt habe (vgl. Freisling-Reisinger 
1958, Kap. 1), kugelige, wimpernde Restitutionskérper oder 
Sphiarien, deren histologischer Aufbau weitgehend von dem normaler 
Planariengewebe abweicht und syncytiale Formzustande aufweist, wie sie 
sonst nur im peripheren und zentralen Parenchym der Ac@len, d. h. in dem 
angeblich primordialen Gewebe (,,Archihiston*) der Turbellarien verwirk- 
licht sind. Spharienbildung im Gewebsbrei, die sich stets im Anschluf an 
die bei der Pressung erhalten gebliebenen Kérperepithelreste als typische 
organisierte Anormogenese (Lehmann) vollzieht, hier zu 
schildern eriibrigt sich, da bereits andernorts (Freisling-Reisinger 
1958) ausreichend darauf eingegangen wurde; hier interessiert lediglich der 
Syncytiierungsprozef im Gewebsbrei bei der Restitutionskérperbildung. 
Der frische Brei vor Beginn der Sphiarienbildung (Abb. 1, A) laBt bei Unter- 
suchung im Anoptral-Phasenkontrast-Mikroskop in einer plasmatischen 
Grundmasse ungeordnete Fragmente fast aller Gewebsarten erkennen. Die 
zellige Struktur ist trotz der weitgehenden Desintegration der be- 
teiligten Ausgangsgewebe noch weitgehend gewahrt, das Grundplasma 
offenbar im Zuge von Entmischungsvorgaingen der mechanisch zerstérten 
Elemente entstanden. Freie Breirainder zeigen im Zusammenhang mit an- 
fanglicher Erhaltung der zelligen Struktur eine deutliche Auflockerung, 
zur Bildung einer zusammenhangenden Oberflachenschicht kommt es in der 
Folge allerdings auch dort, wo mangels von Kérperepithelresten keine Re- 
stitutionshautchenbildung erfolgt (Abb. 1, B) und die Spharienbildung 
unterbleibt. Letztere ist im iibrigen nach unseren Feststellungen (F re i s- 
ling-Reisinger 1958) an drei Voraussetzungen gebunden, namlich an 
das Vorhandensein von flimmernden Ko6rperepithelfrag- 
menten ({),aneinendirekten Kontakt zwischen der Epithel- 
zellenbasis und mesenchymalen Gewebselementen (2) 
und an eine ausreichende Viskositat des Breies (3). Sind diese Bedin- 
gungen erfiillt, dann kommt es unter rascher Abflachung der Epidermis- 
fragmente und der Ausbildung von flachen, pseudopodenartigen Rand- 
lappen (Abb. 1, C) zur Ausbildung eines anfianglich kernlosen oder auferst 
kernarmen Restitutionshautchens sowie zur Umwachsung der sich abglie- 
dernden, in die Sphirienbildung eingehenden Breimasse und damit zur 
endgiiltigen Sonderung des Restitutionskérpers gegeniiber seiner Um- 
gebung. Das aus dem wohlindividualisierten Kérperepithel hervorgegangene 
Restitutionshautchen zeigt keine Zellgrenzen mehr und gleicht 
weitgehend dem von Bartsch (1923) erstmalig hinsichtlich seiner Histo- 
genese untersuchten Wundhautchen bei der normalen Regeneration. Das 
vom Restitutionshiutchen umschlossene Innere der Kugel unterliegt einer 
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auRergewohnlich raschen Syncytiierung und damit parallel gehen- 
den Histolyse (Abb. 1, D, E), von der lediglich Driisenzellen und 
Muskelfasern anfanglich verschont bleiben. Besonders histolysefest sind 
freie Bindegewebszellen, die ihre Individualitat zum Teil erhalten diirften 
und als ,.Neoblasten* erheblichen Anteil am Aufbau des fertigen 
Sphiarensyncytium nehmen. Besonders rasch vollzieht sich die Auflésung 
des Nervengewebes und der Darmepithelzellen, die bald spurlos verschwin- 
den, eine Tatsache, die vielleicht eine Méglichkeit gibt, die eben kritisierten 
Beobachtungen Hausers zum Teil als paravital zu deuten. Fertig gebil- 
dete Restitutionskérper haben, falls typisch entwickelt, die Gestalt von 
wimpernden Kugeln. Ihre Oberflache wird von einer sehr kernarmen, 


Abb. 2.Syncytialer Bau der Restitutionskérper.A: typische Sphiarie, vier Stunden 
nach Herstellung des Gewebsbreies; kernarmes, gleichmafig bewimpertes Restitu- 
tionshautchen, deutlich ausgepragter Kérnersaum und beginnende Einwanderung 
von améboiden Zellen (i) in die Deckschicht (= Restitutionshaiutchen); Kugelinne- 
res weitgehend syncytiiert, Vakuolenbildung im Gange. B: Pseudogastrula, 24 Stun- 
den nach Herstellung des Gewebsbreies; unten blastoporusartige Einstiilpung der 
Deckschicht, der Pseudourdarm befindet sich unmittelbar vor dem Durchbruch in 
eine der im Inneren der Kugel gebildeten, vom Syncytium umgebenen Vakuolen 
(v). — Kernechtrot-Mallory. 


zilientragenden Deckschicht, dem Restitutionshaut- 
chen gebildet, in das intensiv farbbare Kérper und Stabchen in dichter 
Anordnung eingelagert sind. Zweifellos sind es Reste zerfallener Rhabditen 
und die Basalkérner des ehemaligen Wimperepithels. Das Innere der Resti- 
tutionskérper nimmt bereits innerhalb der ersten Stunden ein meist 
vakuolisiertes, typisch syncytiales Aussehen an, das eine ausgesprochene 
Ahnlichkeit mit dem Zentralparenchym (= Endocytium) der Acélen hat. 
Stets sind in ihm verschieden weit zytolysierte Gewebsreste und freie 
Bindegewebszellen nachzuweisen. In den ersten 3 bis 6 Stunden schreitet 
die Syncytiierung immer weiter fort und die Vakuolisierung nimmt 
zu. Die Kerne des Syncytiums liegen dabei meist in den Knoten des die 
Vakuolen begrenzenden Plasmanetzes. Hand in Hand mit der zunehmenden 
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Vakuolisierung wandern Neoblasten aus dem Syncytium in das Resti- 
tutionshautchen ein, ein Vorgang der erst die Volumszunahme der Sphirien 
erméglicht und wiederum suggestive Vergleiche mit der Solidifikation des 
Wundhiautchens durch Wanderzellen wahrend der Regeneration zulaBt 
(Abb. 2, A, i). Die Vakuolenbildung im Syncytium erreicht nach 10 bis 15 
Stunden ihr Maximum. Der typische Verlauf der Vakuolisierung fiihrt iiber 
zahlreiche kleine Anfangsblaschen und deren Verschmelzung zur Bildung 
von wenigen (1 bis 4) Gro &®vakuolen (Abb. 2, A, B) unter gleichzeitiger 
erheblicher Volumszunahme der betreffenden Spharien. Mit zunehmendem 
Alter bildet sich das an das Vakuolenlumen grenzende Plasma zu einer 
deutlichhen Grenzschichte um, in die Zellkerne aus dem Syncytium 


Abb. 3. Anoptralaufnahmen von Schnitten durch eine Pseudogastrula (A) und das 

Zentralparenchym einer acélen Turbellarie, Anaperus gardineri Graff (B), zur Ver- 

anschaulichung der iibereinstimmenden Struktur des Syncytiums (sy); v = Vakuole 

der Sphiarie (Pseudogastrula) bzw. Verdauungsvakuole von Anaperus; na = Nah- 

rungskérper (Copepode); m = Einstiilpung (Pseudoblastoporus) des Restitutions- 
kérpers. 


einwandern, ohne daf es zu einer zelligen Sonderung kommt. Das zwischen 
der Vakuolenwandung und der wimpernden Deckschicht der Sphirien 
verbleibende Syncytium gleicht sich in der Folge immer weitgehender der 
Struktur des zentralen Acélenparenchyms (Endocytium) in der Umgebung 
der Verdauungsvakuolen dieser Tiere an, Ubereinstimmungen, die aufer- 
gewohnlich eindrucksvoll sind (Abb. 3, sy) und die eindeutig be- 
weisen, daf diese von den Verfechtern des Primircharakters des Endo- 
cytiums als urspriinglich postulierten Plasmastrukturen auch im Zuge von 
erwiesenermaen sekundiaren,  experimentell ausgeliésten 
Anormogenesen aus rein zelligem Ausgangsmaterial entstehen kén- 
nen. Auf die gelegentlich auftretende Pseudogastrulation, d. i. auf 
die spontane Invagination der Deckschicht der Sphiarien (Abb. 2, B) brauchi 
hier nicht naher eingegangen werden, da sie zwar entwicklungsmechanisch 
bemerkenswert (Freisling-Reisinger 1958) ist, zum Problem der 
experimentellen Syncytiierung aber keine neuen Gesichtspunkte aufwirft. 

Zum Abschluf sei zusammenfassend festgestellt, daft es bei der als or- 
ganisierte Anormogenese ablaufenden Sphirienbildung in Planarien- 
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gewebebrei stets zu einer weitgehenden Desintegration des zelligen Ge- 
fiiges und zur Syncytienbildung kommt, die Hand in Hand mit der gleich- 
zeitigen Histolyse der meisten alten Gewebsstrukturen erfolgt und 
schiieRlich zu einem stationairen Zustand fiihrt, der 
dem Gewebebauintakter Planarien fremd ist und weit- 
gehend mit dem histologischen Bau des Zentralparen- 
chyms der Acélen tibereinstimmt. 


Syncytiierung bei Eucoccidienbefall 


Otomesostoma auditioum Forel & Duplessis, ein in arktischen 
und alpinen Seen weitverbreiteter Strudelwurm, wird gelegentlich von 
einem zu den Coccidien gehérigen Sporozoon befallen, durch dessen An- 
wesenheit es zu einer sehr auffallenden Sy nc ytiierung des normaler- 
weise stets zellig, als einschichtiges Epithel aufgebauten Darmgewebes 
kommt. Im Gegensatz zu der oben geschilderten anormogenetischen Syncy- 
tiumbildung in den Planariensphirien ist die histogenetische Umbildung 
der Darmepithelzellen als Folge des Parasitenbefalles nicht stationdar, 
sondernreversibel, d. h. der alte zellige Aufbau des Darmepithels 
wird nach Erléschen des Parasitenbefalls in vollem Umfang wiederher- 
gestellt. Das die Syncytiierung auslésende Sporozoon gehért der Gattung 
Eucoccidium an und steht dem marinen Eucoccidium dinophili Grell 
sehr nahe. 


Eucoccidium monoti n. sp.: Im Darmepithel und im anschlieBenden Parenchym 
von Otomesostoma parasitierend. Makrogamonten oval, bis 30 X 45 groB: 
Mikrogamonten + kugelférmig. bis 19 bis 22” grof. Makrogameten 
kugelférmig, Mikrogameten gedrungen, mit 2 Geifeln. Bei schwacher bis 
mittelstarker Infektion werden nur Makrogameten gebildet, die, nach Umbildung 
zu Oocysten, auf parthenogenetischem Wege eine wechselnde Zahl von 
Sporen mit je 4 bis 6 Sporozoiten bilden. Bei starker Infektion treten Mikro- 
gamonten und frei bewegliche Mikrogameten auf, die Fortpflanzung ist dann 
bisexuell. Die reifen Oocysten werden in das Darmlumen ausgestoBen und 
gelangen mit den Nahrungsriickstaénden nach auBen, wo sie gréBtenteils aufplatzen 
und die Sporen verstreuen. Neuinfektion erfolgt offenbar durch Aufnahme 
von Sporen mit der Nahrung; die im Darm freiwerdenden Sporozoite dringen in 
das Darmepithel ein. Sel bstinfektion durch vorzeitig frei werdende Sporo- 
zoien kommt regelma8ig vor, sie kann zu einer rapiden Steigerung des 
Parasitierungsgrades fiihren (vgl. Schema Abb. 4). 


Der Darm von Otomesostoma auditivum ist, worauf zuerst Zacharias 
(1886) hingewiesen hat, scharf gegen das Kérperparenchym abgesetzt und 
mit einer feinen Grenzmembran und einer dieser aufen anliegenden zarten 
Langsmuskulatur versehen. Die Darmepithelzellen besitzen weder Geifeln 
noch Cilien, sind, wie v. Hofsten (1907) treffend beschreibt, langgestreckt 
keulenformig und durchsehrdeutliche Zellgrenzen (Abb. 5, A) 
scharf gegeneinander abgesetzt. Minotsche Ké6rnerkolben 
(Fermentzellen) sind in regelloser Anordnung allenthalben in das Epithel 
eingeschaltet. Trotz der klaren Individualisierung der einzelnen Darm- 
zellen ist ihr Phagozytosevermégen nicht eingeschrankt. Im 
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Gegensatze zu dem Verhalten des Darmepithels bei Tricladen und zahl- 
reichen Rhabdozélen mit nicht wimperndem Darmepithel bleibt der ze I- 
lige Aufbau des Otomesostoma-Darmes auch nach maximaler Beladung 
(Abb. 5, B) mit Nahrungsgranula erhalten, eine Tatsache, die an histologisch 
tadellos erhaltenen Schnittpraparaten und bei Phasenkonstrastuntersuchung 
lebenden Darmgewebes jederzeit erkannt werden kann. Etwaige ab- 
weichende Beobachtungen fallen ausschlieBlich einer unzurei- 
chenden Untersuchungs- 
freie Phase technik zur Last. Die perma- 
nente Erhaltung der zelligen 
Struktur des Darmepithels nor- 
maler Tiere unabhiingig von dem 
jeweiligen Funktionszustand 
macht die parasitiire Syncytiie- 
rung besonders auffallend und 

aufschluBreich. 


Am auffallendsten ist die Um- 
bildung der Darmepithelstrukiur 
nach einer Masseninvasion 
durch Eucoccidium-Sporozoiten, 
die man leicht dadurch auslésen 
kann, daf man stark infizierte 
Tiere, deren Darmlumen reich- 
lich ausgestofene Oocysten und 
Sporen enthalt, mit Tubifexfrag- 
menten zu einem Brei verarbei- 
tet und diesen dann an ausge- 
hungerte Otomesosiomen  ver- 
fiittert. Bereits 3 bis 5 Stunden 
spiiter findet man dann das 


Sporogonie 


Abb. 4. Eucoccidium monoti n, sp., En t- 
wicklungsgang. Normalerweise ver- Darmepithel der Versuchstiere 
lauft die Entwicklung parthenogenetisch : 

geradezu infiltriert von den teils 
(ausgezogene Pfeillinien), bei starker In- 


fektion (punktierte  Pfeillinien)  findet halbmondformigen, teils bereits 
Mikrogametenbildung statt, die Fortpflan- 1" Umbildung zu ovalen Wachs- 
zung ist dann bisexuell. RT = mutmak- tumsstadien begriffenen Sporo- 
liche Stelle der Meiose. In der Mitte der zoiten (Abb. 5, C). Die Kerne 
Zyklen die schematisierte Darstellung eines der Darmepithelzellen, ihre Cyto- 
infizierten Otomesostoma. centren und Chondriome sind un- 
veriindert, die vorher deutlichen 

Zellgrenzen jedoch verschwunden. Zupfpraparate vom iiberlebenden, in- 
fizierten Darmgewebe ergaben bei Untersuchung mit dem Phk-Mikroskop 
eine volle Bestatigung des Schnittbildes: es ist unméglich, Zellareale 
in dem parasitendurchsetzten, véllig syncytiiertem 
Plasma abzugrenzen. Befunde an Ophelia (Polychaeta), bei der es 
nach einer Infektion mit den Sporozoiten der Gregarine Rhytidocystis 
(Beauchamp 1913) zur Bildung von, offenbar phagozytir wirksamen, 
mehrkernigen Riesenzellen durch Verschmelzen von jeweils mehreren 
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Abb. 5. Otomesostoma auditioum, parasitire Synceytiierung des Darm- 
epithels. 4: Darmepithel eines nichtinfizierten Tieres mit sehr deutlichen Zellgren- 
zen, Minotschem Kérnerkolben und wenig Nahrungsgranula. B: Darmepithel nach 
maximaler Nahrungsaufnahme (Tubifex), Zellgrenzen trotz starkster Nahrungs- 
granulaaufnahme deutlich erhalten. C: Syncytiierung des Darmepithels nach dem 
Eindringen zahlreicher Eucoccidium-Sporozoiten und deren beginnender Umbil- 
dung zu Wachstumsstadien. D: Partielle Syncytiierung durch Makrogamonten 
(rechte Teilbildhalfte), links, wo nur ein frisch abgekugelter Sporozoit vorhanden 
ist, ist die zellige Struktur des Darmepithels erhalten. E: Totale Syncytiierung, 
Makrogamonten, Mikrogametenbildung. Trotz der weitgehenden Verdraingung des 
syncytiierten Darmepithels durch die Parasiten hat es sein Nahrungsaufnahme- 
vermégen, wie die deutlichen Granula zeigen. noch erhalten. F: Maximale Para- 
sitierung, das Darmsyncytium ist bis auf die Zellkerne und sparliche Plasmabriik- 
ken zwischen den in Sporulation begriffenen Parasiten verschwunden, behalt aber 
nichtsdestoweniger die Fahigkeit bei, nach AusstoBen der Parasiten das normale. 
zellige Epithel zu restituieren. — Bouin-Allen, Kernechtrot-Mallory. 
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Am6bocyten und zur Abkapselung durch bindegewebig verinderte 
Darmepithelzellen kommt, legen den Schlu® nahe, da es auch bei der 
Syncytienbildung im Otomesostoma-Darm der durch den Parasiten gesetzte 
Reiz ist. der die primare Zellverschmelzung auslést. Die Eucoccidien selbst 


Abb. 6. Otomesostoma, totale, parasitire Syncytiierung des Darm- 
epithels. A: Fast erwachsene Makrogamonten von Eucoccidium in den basalen 
Darmgewebsschichten. Das Darmepithel ist vollstandig syncytiiert, die Grenzmem- 
bran des Epithels und die Darmmuskulatur sind verschwunden, es besteht keine 
scharfe Grenze mehr zwischen Darmsyncytium und Parenchym. B: Das syncyti- 
ierte Darmepithe! enthalt zahlreiche Nahrungsgranula, zwei junge Ercoccidien und 
eine Reihe von fast erwachsenen Makrogamonten im Bereiche der voriibergehend 
verschwundenen Darmparenchymgrenze. Beachte die normale Struktur der Darm- 
epithelkerne und die vollstandige Syncytiierung der cytoplasmatischen Anteile 
des Epithels. — Champy-Langeron, Kernechtrot-Mallory. 
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werden dabei, nach den bisher vorliegenden Beobachiungen, in keiner Weise 
geschadigt. Halt sich die Sporozoeninfektion in maBigen Grenzen, dann be- 
halt das nunmehr vollstandig syncytiierte Darmepithel! seine Fahigkeiten zur 


Abb. 7. Otomesostoma, fortschreitende parasitéire Syncytiieruneg. A: Vier 
Makrogamonten und zwei Sporulationsstadien an der Basis des mit Nahrungs- 
granula beladenen Darmepithels (rechte Teilbildhalfte); Zellgrenzen noch in Spu- 
ren erhalten. Grenzmembran verschwunden, im Parenchym (links) Reste der Darm- 
muskulatur. B: Drei erwachsene Makrogamonten im Darmsyncytium, beginnende 
Membranbildung in der Umgebung der Parasiten. C: Mikrogamont (links oben), 
Mikrogametenbildung und mehrere Makrogamonten mit deutlicher H iil] mem- 
branbildung seitens des umgebenden Darmsyncytiums, Rechts unten: Freie 
Mikrogameten im Darmplasma. — Champy mit Nachosmierung, ungefarbte 
Schnitte im Anoptral-Phasenkontrast. 
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Verdauung und Resorption in wenig eingeschranktem Umfang bei (Abb.6, B). 
Unabhangig davon kommt es mit fortschreitender Syncytiierung zum V e r- 
schwinden der Basalmembran (Grenzmembran) des Darmepi- 
thels und zur Histolyse der spairlichen Muskelfasern, wo- 
durch eine Fusion des Darmsyncytiums mit dem anschlieBenden 
Bindegewebe eingeleitet wird, die den Parasiten einen teilweisen Ubertritt 
in dessen darmnahe Bereiche erméglicht (Abb. 6, A, B). Darmferne Binde- 
gewebs(Parenchym)gebiete werden niemals befallen. Die Parasitierung lost 
also im Kontaktgebiet zwischen Darmsyncytium und Parenchym Vorginge 
aus, die weitgehend an die entsprechende Situation im Ubergangsgebiet 
zwischen dem zentralen und dem peripheren Acélenparenchym erinnert. 

Mit zunehmender Befallsstarke und mit dem Beginn der Gametenbildung 
und der Sporulation wird schlieflich das Darmsyncytium auf schmale 
Liicken zwischen den Parasiten zuriickgedrangt (Abb. 5, E, F), worauf dann 
die Fahigkeit des betreffenden Darmteiles zur Nahrungsaufnahme und 
-verarbeitung voéllig erlischt. Darmabschnitte, in die zufallig keine Parasiten 
eingewandert sind, unterliegen keiner Syncytiierung (Abb. 5, 
D), ihr Epithel behalt seine zellige Struktur bei, die Grenzmembran und 
die Darmmuskulatur bleiben erhalten und der Verdauungsprozef verlauft 
normal. Untersuchungen ungefarbter Schnitte mit dem Anoptral-PhK- 
Mikroskop bestatigen die Ergebnisse der herkémmlichen histologischen 
Analyse (Abb. 7). Sie lassen die fortschreitende Syncytiierung besonders 
gut erkennen und zeigen. da®B das Darmsynecytium in der Um- 
gebung der Eucoccidien deutliche Membranen bildet, 
wodurch eine Abkapselung der Parasiten erméglicht wird, wie sie sonst nur 
durch Amébocyten oder freie Bindegewebszellen méglich ist. Méglicherweise 
liegt der Sinn der Syncytiierung gerade in dieser Abwehrreaktion begriin- 
det. Mit der Ausscheidung der Oocysten bzw. ihrer Sporen durch den Mund 
der Wiirmer, geht die Befallstarke spontan zuriick, ein Vorgang, dem un- 
mittelbar die Wiederherstellung des urspriinglichen zelligen Zustandes des 
Darmepithels folgt. Wahrend dieser Restitutionsphase treten keine Mitosen 
im Syncytium auf, es liegt mithin eine echte Cellularisa- 
tioneinesehemals durch Zellfusion entstandenen Syn- 
cytiums vor. 


Experimentelle Cellularisation 


Die Fahigkeit zelliger Gewebe, bei anormogenetischen Diffe- 
renzierungsvorgangen in Gewebsbreien und als Reaktion auf Parasitierung 
in intakten Tieren Syncytien zu bilden, die sonst in der normalen 
Histogenese der betreffenden Organismen nicht auftreten, ist nach den oben 
mitgeteilten Befunden fiir Planaria und Otomesostoma gesichert: die 
sich daraus notwendigerweise ergebenden Schlu@folgerungen hinsichtlich 
des Problems der Existenz oder Nichtexistenz primar syncytialer Gewebe- 
struktur bei Metazoen konnten solange nicht ausgesprochen werden, solange 
es nicht méglich war, den reziproken Vorgang, d. i. die experimentelle 
Cellularisation oder zellige Desintegration normalerweise syncy- 
tialer oder plasmodialer Gewebe durch geeignete Eingriffe auszulésen. Un- 
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ter den Turbellarien besitzen u. a. die Kalyptorhynchier und einige Cate- 
lithophorus Marcus, 
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Rhyndchoscolex simplex 


Leidy) eine syncytiale Epidermis bei sehr iibersichtlichen Strukturverhalt- 


nissen. Formen mit .eingesenktem 
Epithel*, wie die Acélen, die Pro- 
thynchiden, die Otoplaniden u. a., 
unter denen es Arten gibt, bei denen 
gleichfalls Syncytienbildung am Inte- 
gument vorliegen diirfte, miissen aus 
technischen Griinden vorliufig un- 
beriicksichtigt bleiben. Besonders 
instruktiv sind die Kalyptorhynchier, 
die nach Meixners (1925) und 
Karlings (1947, 1951) eingehenden 
Untersuchungen groéftenteils eine 
typisch syncytiale Epider- 
mis besitzen, an der weder mit 
histologischen Methoden (Mazeration, 
Versilberung der Zellgrenzen, Fe- 
Hiamatoxylin-Methoden u. a.), noch 
im Phasenkonirasimikroskop ein- 
zelne Zellen oder diesen entspre- 
chende Plasmabezirke festzustellen 
sind. Bekannte Formen mit typisch 
syncytialer Epidermis sind Gyratrix 
hermaphroditus Ehrenberg und 
Koinocystis neocomensis Fuhr- 
mann. Bei beiden Arten gelang die 
experimentelle, zellige Desinte- 
gration des Hautsyncytiums 
durchmechanischeErschiit- 
terung der entsprechend vorbe- 
handelten, noch lebenden Tiere. Die 
Objekte werden in der bei der 
Untersuchung von Kleinturbellarien 
iiblichen Weise vorsichtig bis zur 
fast vollstindigen Immobilisation 
unter dem Deckglas gequetscht und 
beim ersten Anzeichen einer begin- 
nenden Ablésung der Epidermis durch 
leichtes, einige Minuten hindurch an- 
haltendes Klopfen auf den Objekt- 


Abb. 8 Zellige Desintegra- 
tion. A: Gyratrix, abgekugelte, aus 
dem Epidermissyncytium entstandene, 
bewimperte Zelle mit typisch gelapp- 
tem Epithelkern (n), Cytocentrum (z) 
und aus Mikrorhabditen  gebildeter 
Grenzschicht. B: Zellige Desintegration 
primarzelligen 


Epidermis von 
Catenula. C: Koinocystis, zellige Des- 
integration; Epidermiszellen (leicht 


kenntlich an den gelappten Zellkernen), 
Parenchymzellen (abgerundet, mit run- 
den Kernen, je einem Nukleolus und 
dunkel erscheinendem Chondriom) und 
Darmzellen (mit stark lichtbrechender 
Granula), nebeneinander im Gewebs- 
brei. — Anoptral-Phasenkontrastauf- 
nahmen des lebenden Materials. 


trager mit einer federnden Pinzette gleichmafig erschiittert. Bei Gyratrix 
tritt bei dieser Behandlung eine Auflésung der syncytialen Epidermis in 
einzelne, sich von der Basalmembran lésende und abkugelnde Plasma- 
portionen ein, die je einen Kern, ein Cytocentrum und eine 


stark lichtbrechende, die 


winzigen Rhabditen 


enthaltende 
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Grenzschicht auf weisen, bewimpert sind und die nach vollstin- 
diger Loslésung bei ausreichendem Platz sogar in Rotation geraten kénnen 
(Abb. 8 A). Bei richtigem Deckglasdruck und passender Erschiitterungszeit 
unterbleibt dabei jede weitere Beschaidigung des Tieres. so schlieBlich 
ein von der intakten Basalmembran umhiillter, .nackter* Gyratrix mit voll- 
kommen unbeeinflu@ten inneren Organen inmitten der losgelésten flim- 
mernden Epidermisfragmente vorliegt, ein Vorgang, der ganz frappant an 
das bekannte Abstofen der Epidermiszellen eines Miracidiums bei dessen 

Umwandlung in die Sporocyste erinnert. Es 
4 liegt auf der Hand, daf der geschilderte Vor- 


gang nurim Sinne eines zelligen Zer- 


thels gedeutet werden kann, denn die ent- 
stehenden iiberlebenden (Flimmerung!) Kérper 
haben ja alle Merkmale isolierter 
Zellen. Bemerkenswerterweise gelingt es 
auch bei Formen mit zelligem Bau des Kérper- 
epithels die grundsitzlich gleiche Desintegra- 
tion auszulésen, und da zeigt es sich nun bei 
Phasenkontrastuntersuchung. daf der Zerfall 
Abb. 9. Bothrioplana, zer- in Ubereinstimmung mit den bereits vorher 
quetschtes Parenchhym mit  sichtbaren Zellgrenzen erfolgt (Abb. 8, B). Bei 
freier, in Mitose begriffener Koinocystis neocomensis ist die Desintegration 
Bindegewebszelle in zwei beinahe noch eindrucksvoller als bei Gyratrix, 


falls des syncytialen Kérperepi- 
8 


Phasen mechanischer Defor- da bei dieser Form gelegentlich ein Total- 


mation; trotzdem Erhaltung 
der Individualitét! — 
Anoptral-Phasenkontrast. 


zerfall des Kérpers erreicht werden kann, der 
ausschlieRflich zelliger Art ist und 
bei dem sich die frei gewordenen Epithelzellen 
infolge ihrer gelappten Kerne (Abb. 8, C) ohne 
weiteres von Parenchymzellen und Darmzellen (!) unterscheiden lassen. 
Ahnlich verhalt sich iibrigens auch Anoplorhynchus piger Meixner. Dak 
auch die von manchen Forschern vertretene Auffassung der ,,plasmodialen* 
Natur des Parenchyms revisionsbediirftig erscheint, sei durch die erstaun- 
liche Formbestandigkeit freier Parenchymzellen bei Bothrioplana semperi 
Braun belegt (Abb. 9). bei der man die Zellen zerquetschter Gewebe erheb- 
lichen mechanischen Deformationen unterwerfen kann, ohne daf diese 
ihre, (theoretisch vielleicht gar nicht vorhandene!), Individualitat einbiien 
wiirden. 


Diskussion 


Die hier an Stelle von unbeweisbaren Spekulationen vorge- 
legten Befunde zeigen, daf es bei den untersuchten Strudelwiirmern 
moglich ist. eine Sy ncytiierung zweifelloszelliger Gewebe 
experimentell oder durch Parasitierung auszulésen und da® die dabei er- 
zielten Syncytien weitgehend dem sogenannten Endocytium oder Zentral- 
parenchym der meisten Acélen gleichen. Die Syncytiierung kann sowohl 
reversibel (Parasitierung) als auch irreversibel (Spharienbildung) sein. Die 
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reversible Syncytiierung deutet bereits darauf hin, da der primar zellige 
Zustand lediglich morphologisch aufgehoben wird, daf er 
aber latent oder ultravisibe! erhalten bleibt, eine Auffassung, die 
zumindestens einfacher ist als die erzwungene Hypothese einer vollkom- 
menen Neuaufteilung des vorhandenen Plasmas auf die einzelnen Kerne 
oder Energiden (Kerne + kernnahe Plasmahéfe). Die mechanisch auslis- 
bare Cellularisation von syncytialen, dem normalen Bauplan eigentiim- 
lichen Gewebselementen, bei der eine Aufteilung der Syncytien auf ein- 
zelne, mit allen Attributen normaler Zellen versehene Kérper stattfindet, 
erganzt die bei der Syncytiierung erhobenen Befunde in der iiberzeugend- 
sten Weise. Eine niichterne Betrachtung ergibt iiberhaupt keinen grund- 
satzlichen Unterschied zwischen den artifiziell anor- 
mogenetisch oder parasitogen entstandenen und den 
normalen Syncytien bei Turbellarien; sie laRt in den Syncytien 
lediglich strukturdynamisch bedingte Auspragungen eines latent 
dauernd vorhandenen zelligen Aufbaus sehen, der sich 
direkt auf die bisher bei allen Turbellarien nachgewiesene zellige 
Strukturdes Keimes zuriickfiihren lat. Auch die Primitivent- 
wicklung der, angeblich primar plasmodialen, Acélen — ich habe 
selbst Friihstadien von Convoluta, Otocelis und Aphanostoma untersucht —- 
verlauft rein zellig nach dem Spiraltyp (Duettfurchung), genau so 
zellig wie die aller anderen, bisher iiberhaupt untersuchten Turbellarien, 
moégen diese ento- oder ektolezithale Eier besitzen. Vor diesen ganz 
klaren Tatsachen muf fiirderhin derjenige seine Augen verschliefen, 
der weiterhin darauf besteht, bei Turbellarien von plasmodialen Struk- 
turen zu sprechen. Das ,,Archhiston® (Steinbéck 1958) ist genauso- 
wenig ein Plasmodium wie die als Ekto-, Meso- und Entoplasmodien be- 
zeichneten Kérperschichten der Acélen, denn sie alle entstehen durch 
Fusion urspriinglich wohl individualisierter Embryo- 
nalzellen, sind also Syncy tien, z. T., wie unsere Versuche erwiesen 
haben, sogar unter Beibehaltung einer latenten Cellularisation. Das er- 
staunliche Regenerationsvermégen des Acélengewebes steht damit in gar 
keinem Widerspruch; die umfassende prospektive Potenz der als ,,Archiao- 
cyten“ oder als ,,Regenerationszellen* bezeichneten, nicht determinierten 
Bindegewebselemente beweist das zur Geniige: niemand hat noch deren Zell- 
natur auf Grund ihrer ,,Totipotenz* in Zweifel gezogen! Die von Steinbéck 
und HadzZi vertretene Ableitung der Metazoen von Ciliaten iiber poly- 
energide plasmodiale Stadien erscheint allerdings durch unsere Befunde 
weitgehend erschiittert. 


Zusammenfassung 


1. PreBt man Planarien durch Miillergaze, dann kommt es in dem Ge- 
websbrei zur anormogenetischen Bildung von bewimperten Restitutions- 
kérpern oder Sphirien. Der zellige Aufbau des Ausgangsmaterials wird 
dabei weitgehend umgebildet und durch ein typisches Syncytium 
ersetzt, das eine auffallende strukturelle Ubereinstimmung mit dem gleich- 
falls syncytialem Endocytium (Zentralparenchym) der Acélen aufweist. 
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Das Syncytium der Sphiarien ist zur Bildung von individualisierten Grok- 
vakuolen befahigt und stellt eine stationire Gewebsstruktur 
dar, die es bei normalen Planarien niemals gibt. 

2. Befall des rein zellig aufgebauten Darmepithels von Otomesostoma 
durch parasitische Protozoen fiihrt zu weitgehender bis totaler 
Syncytiierung. Im Gegensatz zur Spharienbildung, deren syncytialer 
Bau einen stationiren Zustand darstellt, ist die parasitare Syncytiierung 
reversibel: nach Ausstofen der Parasiten wird der primar zellige Bau 
des Darmepithels in vollem Umfang wiederhergestellt. 

3. Durch mechanische Reize gelingt es, das primar typisch syncytiale 
Integument von Gyratrix und Koinocystis ex perimentell zur Cell u- 
larisation zu bringen. Die entstehenden Desintegrationskérper sind 
typische Zellen mit allen Zellorganellen und sprechen fiir die latente Exi- 
stenz der Zellareale in den Syncytien. 

4. Bei den Turbellarien besteht kein grundsatzlicher Unter- 
schied zwischen den anormogenetisch oder parasitogen entstandenen 
Syncytien und den Geweben der vom Schliipfen ab syncytial gebauten 
Formen, denn beide Typen kénnen zellig desintegriert werden, was in 
Ubereinstimmung mit der ausnahmslos zelligen Primarstruk- 
turfriiher Embryonalstadien steht. 

5. Primarplasmodien gibt es mithin bei Turbellarien (und 
wohl allen Metazoen) nicht; das Archihiston ist reine Fiktion, denn die 
in der Natur realisierten oder experimentell induzierten zellgrenzfreien 
Gewebe sind typische, auf zelliger Basis durch Fusion entstandene Syn- 


cytien. (Auch bei den Acélen mit ihrer rein zelligen Primitiventwicklung.) 

6. Der Versuch, die Metazoen von Ciliaten iiber polyenergide plas- 
modiale Stadien abzuleiten, ist auf Grund unserer experimentellen Ergeb- 
nisse als mit den Tatsachen unvereinbar, abzulehnen. 
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Vom 1. bis 6. September 1958 fand in Wien der 4. Internationale Kon- 
gre fiir Biochemie statt. Es war dies der grote wissenschaftliche KongreB, 
den Wien jemals gesehen hat, vielleicht sogar einer der gréften wissen- 
schaftlichen Kongresse iiberhaupt. Der erste Eindruck, den man schon beim 
Studium der Vorabdrucke gewann, war der der iibergrofen Menge des 
Gebotenen. Etwa 1700 Vortrage waren angemeldet und wurden groftenteils 
auch gehalten, zum Teil von eingeladenen Rednern in den Symposien und 
Kolloquien, zum Teil als frei angemeldete Vortrage in den sogenannten 
Sektionen. Dies ist mehr, als irgendein Mensch iiberblicken kann. Was ist 
hierzu zu sagen? Zuniachst ist klar, daf nur ein Teil der vorgelegten Ar- 
beiten allen Anforderungen entsprechen wird. Es wird natiirlich ein gewisser 
Anteil von Irrtiimern und Fehlbeobachtungen darunier sein. Es wird aber 
auch Arbeiten geben, die irgendwie unzulanglich und unbefriedigend sind, 
vor allem weil sie oft nicht mit dem nétigen Feingefiihl dafiir begonnen wer- 
den, welche Fragen gerade brennend geworden sind, oder welche Fragen zur 
Bearbeitung reif geworden sind, oder welche Fragen mit den Mitteln des 
betreffenden Instituts in befriedigender Weise bearbeitet werden kénnen. 
Solche Arbeiten bieten dann nichts wesentlich Neues bzw. sie miissen friiher 
oder spater mit besseren Methoden oder besseren Kenntnissen wiederholt wer- 
den. Und hier liegt nun eine bedeutende Schwierigkeit: Obwohl in der Wis- 
senschaft grundsatzlich jede Angabe iiberpriifbar ist, ist doch eine experimen- 
telle Uberpriifung aller dieser vielen Angaben eine praktische Unméglichkeit 
und daher muf sehr vieles einfach hingenommen, geglaubt werden, obwohl 
der Leser genau weiff, daf manches davon einer genauen Priifung nidit 
standhalten wiirde. So gehért heute schon zu den notwendigen Eigenschaften 

1 Nach einem Vortrage. gehalien vor der Zoologisch-Botanischen Gesellschaft in 
Wien am 24. Oktober 1958. 
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eines Wissenschaftlers ein gewisses Fingerspitzengefiihl fiir echt und un- 
echt, eine Eigenschaft, die erkenntnistheoretisch sehr anfechtbar, doch heute 
bereits eine praktische Notwendigkeit geworden ist. Aber auch wenn man 
tatsachlich alle diese falschen oder unzulanglichen Angaben ausscheiden 
kénnte, wiirde immer noch ein ,,Zuviel“ bleiben. Auch das, was an Richtigem 
mitgeteilt wird, ist mehr, als irgendein Mensch wirklich geistig assimilieren 
kann. Was wird nun geschehen? Es werden die Handbuchschreiber kommen 
und die mitgeteilten Daten in ihre Sammelwerke einbauen. Und das ist gut 
so. Wir sind den Autoren der Handbiicher dankbar, sie liefern uns eine un- 
bedingt notwendige Grundlage fiir das Weitere. Aber hier taucht nun die 
Frage auf: Grundlage wofiir? Geschieht nun noch etwas mit dem hier auf- 
gestapelten Wissen? Vielleicht hilft uns ein Vergleich weiter: Wenn man, 
wie es zuweilen geschieht, die Originalarbeiten mit den Bausteinen unseres 
Wissens vergleicht, dann kénnte man so einen Kongrefbericht einem wirren 
Haufen von Ziegelsteinen vergleichen, wie man ihn oft an Bauplatzen liegen 
sieht. Der nachste Schritt ist der, daf& Arbeiter kommen und diese Ziegel- 
steine in iibersichtliche Haufen schichten. Diese iibersichtlichen StéRe von 
Bausteinen waren nun etwa mit den Handbiichern zu vergleichen. Aber es 
ist klar, daB dies nicht der letzte Schritt ist. Die eigentliche Bestimmung von 
Ziegelsteinen ist nicht die, da man sie zu StéRen schichtet, sondern daf 
man ein Haus aus ihnen baut. Wie dieses Vergleichsobjekt, dieses geistige 
Haus, nun genannt werden soll, ist schwer zu sagen, aber das Wesentliche 
diirfte wohl aus dem Vergleich selbst abzulesen sein. Es handelt sich fiir 
uns darum, das Beobachtete in seinen gréferen Zusammenhangen zu sehen, 
die wesentlichen Ordnungen des Lebendigen herauszuarbeiten und zu einem 
mitteilbaren Bild zu gestalten. Wir leiden unter einem Uberma® von un- 
gestaltetem Wissen. 

Der gegenwartigen Haltung vieler Wissenschaftler, vor allem im ameri- 
kanischen Raum, liegt ein Konzept zugrunde, das in seinen Wurzeln auf 
Francis Bacon zuriickgeht und auch zum Teil vom Positivismus vertreten 
wurde: Es sei nur nétig, Informationen iiber Beobachtungsergebnisse weiter- 
zugeben und aus der Summe dieser Informationen werde sich, wie in einem 
spontanen Kristallisationsproze8, das Bild der Wirklichkeit von selbst zu- 
sammenfiigen. Die Eindriicke von einem solchen grofen Kongref und die 
Erfahrungen, die man taglich mit der immer mehr anschwellenden Litera- 
turflut macht, sind dazu geeignet, dieses Konzept ad absurdum zu fiihren. 
Der Schluf, der daraus gezogen werden muff, wurde schon oben in Form 
eines Vergleiches ausgesprochen: Die Gestaltung eines unserem heutigen 
Wissen entsprechenden Bildes der Wirklichkeit ist ein gegeniiber der ex- 
perimentellen Forschung selbstandiger geistiger Vorgang, der uns als Auf- 
gabe gestellt ist. 

Damit wir dieser Aufgabe gerecht werden kénnen, sind vor allem zwei 
Dinge nétig: 1. Der experimentell arbeitende Forscher muf diese Aufgabe 
selbst ernst nehmen und darf sie nicht irgendwelchen am Rande der Wissen- 
schaft stehenden Leuten iiberlassen, die eine leichte Feder fiihren. 2. Man 
muB sich dafiir Zeit nehmen oder, noch deutlicher gesagt, Mufe. Wir pflegen 
heute nur jene Zeit positiv zu bewerten, die in einer bienengleichen Emsig- 
keit verbracht wird. Sollte es einem Wissenschaftler einmal einfallen, einen 
Tag lang spazieren zu gehen und nachzudenken, dann wiirde er von seinen 
Kollegen mit sehr vorwurfsvollen Blickken bedacht werden. Aber die Még- 
lichkeit, in die Stille zu gehen, ist eine der wesentlichen Voraussetzungen 
jeder geistigen Arbeit. Sie wird in der Naturwissenschaft heute zu wenig 
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beachtet. Wenn sich hier nicht in der Haltung der einzelnen Wissenschaftler 
vieles andert, werden wir der Menschheit etwas schuldig bleiben, was sie 
mit Recht von uns erwarten darf, nimlich den Bau eines Weltbildes, in dem 
einige Generationen von Menschen eine geistige Heimat haben kénnen. 

Es folgt nun eine Auswahl aus den Mitteilungen des Kongresses, wie sie 
fiir den eingangs erwahniten Zweck (vgl. FuBnote S. 644) zusammengestellt 
wurde. Der grofe Themenkreis der Verholzung, dem am Kongref ein gan- 
zes Symposium gewidmet war, wurde dabei deshalb nicht beriihrt, weil 
dariiber in der genannten Gesellschaft ein eigener Vortrag von K. Kratzl 
vorgesehen war. Ausgewahlt wurden vor allem die Arbeiten, die vom 
Standpunkt des Pflanzenphysiologen aus interessant sind. Dabei wurden 
jene Gebiete bevorzugt., auf denen mehrere Autoren zu verwandten Fragen 

Stellung nehmen. Eine grofe Menge von Arbeiten, die 

unzusammenhiingende Kinzelmitteilungen _darstellen, 
WD wurde iibergangen. Nur so lief sich der Umfang des 
CH, Mitgeteilten in ertraiglichen Grenzen halten. 


C. Araki (Kyoto) berichtete iiber die chemische Zu- 
Abb. 1. 3.6-An- S@™mensetzung der Polysacch ari devonM eeres- 
heieadilidiiun algen, insbesondere des Agar. Er stellte dabei einen 
(nach Araki). neuen Bestandteil des letzieren fesi, nimlich den seltenen 
‘Zucker 3, 6-Anhydro-L-Galaktose (Abb. 1). Araki konnite 
das Agar in zwei Komponenten zerlegen, diz er in offen- 
sichtlicher Anlehnung an die beiden Komponenten der Starke Agarose 
und Agaropektin nannte. Letzteres scheint den Grofteil, wenn nicht 
die Gesamtmenge der Schwefelsduregruppen und der Uronsaure zu ent- 
halten. Fiir die Agarose wird eine mégliche Kettenzusammensetzung an- 
gegeben (Abb. 2). Danach wire das Kettenmolekiil der Agarose abwechselnd 
aus D-Galaktose und 3,6-Anhydro-L-Galaktose aufgebaut. Dabei ist zu 
beachten, daf verschiedene Bindungsarten abwechseln. Einmal ist es eine 
1,4-Bindung, einmal eine 1,3-Bindung. 
E.L. Hirst (Edingburgh) berichtete iiber die Gummisubstanzen 
der héheren Pflanzen. Die Mannigfaltigkeit auf diesem Gebiet ist gréRer, 
als man zunachst erwarten konnte. Die einzelnen chemischen Individuen 


Abb. 2. Mégliche Struktur von Agarose (nach Araki). 


sind sehr kompliziert zusammengesetzt, treten in Gemischen auf und schei- 
nen bis zu einem gewissen Grad artspezifisch zu sein. Die charakteristischen 
Gummieigenschaften scheinen im wesentlichen davon abzuhangen, daf das 
Molekiil erstens geniigend grof ist. zweitens viele hydrophile Gruppen 
(also Hydroxyl- und Carboxylgruppen) enthalt und dritiens, wie es zu- 
meist der Fall ist, verzweigt ist. Durch die Verzweigung des Molekiils wird 
eine Bildung von Mizellen verhindert. Eine solche Mizellbildung, wie sie 
immer bei Cellulose und Amylose stattfindet, nimmt der betreffenden Sub- 
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stanz ihren gummiartigen Charakter. Die mitgeteilten Ergebnisse zeigen 
ferner ganz klar, daf eine Gummisubstanz nicht durch eine einfache Ver- 
quellung von Zellwinden entstehen kann, wie dies die alteren Pflanzen- 
physiologen glaubten. Die komplizierten Makromolekiile der Gummisub- 
stanz miissen vielmehr von der gummiproduzierenden Zelle von Grund 
aus aufgebaut werden. Eine der einfachsten Gummisubstanzen ist z. B. das 
Gerstenglucan. Es besteht nur aus Glucose. Der Unterschied gegen- 
iiber Cellulose und Starke, der die Gummieigenschaften ausmacht, besteht 
lediglich darin, da zwei verschiedene Bindungsarten einander abwechseln. 
Wiahrend Cellulose und Starke stets 1, 4-Bindungen ‘enthalten, liegen beim 
Gerstenglucan einmal eine 1,3-Bindung und einmal eine 1, 4-Bindung vor, 
beides in f-Konfiguration. Durch diese abwechselnden Bindungsarten be- 
kommt das Molekiil offenbar jene Asymmetrie, die eine Mizellbildung un- 
méglich macht und der Substanz die gummiartigen Eigenschaften verleiht. 
Schon etwas komplizierter gebaut ist der Guar-Gummi oder Guaran aus 
Cyanopsis tetragonoloba (Abb. 3). Die Hauptkette des Polysaccharides be- 
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Abb. 3. Kettenglied des Guaran (nach Hirst). 
Gal = D-Galactopyranose, M = D-Mannopyranose. 


steht hier aus Mannose, die in £-1,4-Bindung verkniipft ist. Jeder zweite 
Mannose-Rest tragt dann in 6-Stellung noch einen Galaktose-Rest. Es 
handelt sich also um eine sparlich, aber regelmaRig verzweigte Ketie. All- 
gemein wurde festgestellt, da es unter den Gummisubstanzen grofe Men- 
gen von verwandten Verbindungen gibt, wobei Gruppen gebildet werden 
mit gemeinsamer Hauptkette und mannigfach variablen Seitenketien. 
So z. B. gibt es viele Verbindungen mit einer Mannosehauptkette, wie oben, 
oder andere mit einer Galaktosehauptkette. Ein besonders schwieriges 
Untersuchungsobjekt ist. die bekannteste der gummiartigen Substanzen, 
nimlich das Gum mi arabicum. Sein Molekiil ist besonders kompliziert 
gebaut, auch scheinen mehrere Substanzen nebeneinander vorzuliegen. 
Hauptbestandteile sind Galaktose, Arabinose, Glucuronséure, manchmal 
auch Rhamnose. Das Molekulargewicht betragt etwa 150.000. Nach den bis- 
herigen Ergebnisseen besteht die Hauptkette aus Galaktose in 1,3-Bindung 
mit Seitenketten, die selbst wieder auRergewohnlich reich verzweigt sind 
(Abb. 4). Bei der Untersuchung verschiedener ahnlicher Sorten von Gummi 
arabicum, die aus verschiedenen Pflanzenarten stammen, erhielten die 
Untersucher den Eindruck, daff es artspezifische Gummisubstanzen gebe. 
Es muf in diesem Zusammenhang darauf hingewiesen werden, da® nach 
den neueren Ergebnissen die Mannigfaltigkeit im Molekiilbau der Polysac- 
charide fast an diejenige bei den Proteinen heranreicht. Die Zahl der Bau- 
steine ist zwar bei den Kohlehydraten geringer als bei den Proteinen, da- 
fiir ist aber die Zahl der Verkniipfungsméglichkeiten bei den Kohlehydraten 
weitaus gréfer. Wahrend zwei Aminosduren immer nur durch die gleiche 
Peptidbindung verbunden werden kénnen, bestehen bei den Kohlehydraten 
eine grofe Anzahl verschiedener Méglichkeiten, von denen einige genannt 
wurden. Lediglich die Bildung von iibermolekularen Strukturen, die ja die 
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biologische Aktivitat der Proteine ausmachen, scheint bei den Kohlehydraten 
nicht in der gleichen Vollkommenheit vorzukommen. 

R. L. Whistler (Lafayette) hielt einen Vortrag iiber die He micel- 
lulosen. Diese sind schon seit langem ein terminologisches Sorgenkind. 
Auch Whistler konnte nur eine negative Definition der Hemicellulosen 
geben. Er will als Hemicellulosen alle jene Polysaccharide in den Zell- 
wanden héherer Pflanzen bezeichnet wissen, die nicht Cellulose und nicht 
Pektin sind. Diese Substanzen kommen in den Zellwanden in unerwartet 
grofen Mengen vor, beim Holz bis zu 25 oder auch bis zu 35%. Bei ge- 
wissen landwirtschaftlichen Abfallen, wie Stroh, Maiskolben u. dgl., machen 
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Abb. 4. Grundziige der Strukitur von Gummi arabicum (nach Hirst). 
Gal = D-Galactopyranose, GluA = D-Glucuronsiaure, R = L-Rhamnose, 
A = L-Arabinose. 


sie bis zu 40% der Trockensubstanz aus. Es handelt sich dabei, im Gegen- 
satz zu den Gummen, die meist auf Wundreiz entstehen, um normale Zell- 
wandbestandteile. Die Hemicellulosen sind in der Regel recht schwer extra- 
hierbar, aber im extrahierten Zustande dann im wasserigen Lésungsmittel 
ziemlich leicht léslich. Daraus schlo® man, daf sie im nativen Zustand mit 
den iibrigen Zellwandbestandteilen in irgendeiner Weise chemisch oder 
mechanisch verbunden sind, sei es, da die Makromolekiile der Hemicel- 
lulosen blo® unter den anderen Makromolekiilenmechanisch eingeklemmt sind 
und deshalb schwer in Lésung gehen, sei es, daft richtige chemische Valenz- 
bindungen zustande kommen, wie dies etwa bei Lignin vermutet wird. 
Fast allen Hemicellulosen gemeinsam ist die Hauptkette aus Xylose in 
f-1,4-Bindung. Daran hangen dann wechselnde Seitengruppen, die aus 
Arabinose, aus Methylglucuronsiure und anderem bestehen. Die beige- 
gebenen Abbildungen 3—7 bringen einige Beispiele. Aus den Abbildungen 
geht auch hervor, daf Hemicellulosen saure Eigenschaften haben kénnen. 
Daraus ist zu schliefen, daf die negative Ladung der Zellwande, fiir die 
man bisher meistens die Pektinstoffe verantwortlich machte, auch durch die 
Hemicellulosen bedingt sein kann. Zur Frage der physiologischen Bedeutung 
der Hemicellulosen wurden einige Versuche mit radioaktivem Kohlenstoff 
durchgefiihrt. Diese zeigten, daf die einmal in die Zellwainde aufgenom- 
menen Hemicellulosen nicht mehr am Stoffwechsel teilnehmen und also 
keine Reservekohlehydrate sein kénnen. Anders ist dies vielleicht bei den- 
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jenigen Hemicellulosen, die als Zellwandauflagerungen in zahlreichen 
Samen vorkommen und bei der Keimung tatsachlich abgebaut werden. Diese 
werden aber im Aufsatz von Whistler nicht erwahnt. 


Eines der aktuellsten Arbeitsgebiete der Biochemie ist heute die Vir us- 
forschung und die damit eng verkniipfte Erforschung der N uclein- 
saiuren. Die hier mitgeteilten Daten sind einerseits dem Vortrag von 
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Abb. 5. Ausschnitt aus der Molekiilkette von Haferstroh-Hemicellulose (nach 
Whistler). 
D-XYLp = D-Xylopyranose, L-ARAf = L-Arabinofuranose, 
ME-D-GLUpA = Methylglucuronsaure. 
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Abb. 6. Ausschnitt aus der Molekiilkette von Maiskolben-Hemicellulose B (nach 
Whistler). 
(Symbole wie bei Abb. 5.) 
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Abb. 7. Ausschnitt aus der Molekiilkette von Weizenstroh-Hemicellulose (nach 
Whistler). 
D-GLUpA = Glucuronsiaure, sonst wie bei Abb. 5. 


G. Schramm (Tiibingen), andererseits dem SchluRvortrag iiber das Sym- 
posium 7 von E. Broda (Wien) entnommen. Schramm arbeitete haupi- 
sachlich mit dem bekanniten Tabakmosaikvirus. Schon an anderer 
Stelle hatte Schramm wesentliche morphologische Angaben iiber das ge- 
nannte Virus gemacht. Es handelt sich, wie bekannt, um stabchenférmige 
Teilchen von etwa 300 mu Lange, die zu 5,6% aus Ribonucleinsdure und zu 
94% aus Protein bestehen. Wollte man ihnen ein Molekulargewicht im iiblichen 
Sinne zuteilen, dann wiirde dieses 40,000.000 betragen. Nach neueren Unter- 
suchungen besteht das Virusteilchen aus einem Hohlzylinder von Protein, 
in den ein Nucleinsaiurefaden eingelagert ist. Sowohl der Proteinhohlzylinder 
als auch der Nucleinsdurestrang sind spiralig gestaltet (Abb. 8). Wichtig 
und neu ist nun, daB nicht das ganze Virusteilchen zu einer Infektion nétig 
ist, sondern nur die darin enthaltene Nucleinséure. Es gelingt durch ge- 
eignete chemische Mafnahmen, den Proteinteil des Virus abzuspalten und 
Protoplasma, Bd. L/4 47 
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mit reiner Nucleinsaure zu arbeiten. Die reine RNS wirkt sogar rascher als 
das ganze Virusteilchen. Daraus wurde die Vermutung abgeleitet, da das 
Protein nur als Schutzhiille fiir das Nucleinséuremolekiil wirken kénnte. 
Diese Meinung ist um so mehr berechtigt, als der Nucleinsaureteil voll- 
kommen unverletzt sein muf, wenn er eine Infektion hervorrufen soll. Die- 
ser RNS-Teil des Virus besteht aus etwa 6000 Nucleotiden und besitzt das 
Molekulargewicht 2.000.000. Wird auch nur eine einzige Phosphatbindung 
gesprengt, das heiftt zerfallt dieser 

Nucleinsdiurefaden in zwei Teile, H 

dann erlischt die biologische Aktivi- poo 

tat. Schramm teilte ferner einige g 
interessante Versuche mit, die darauf 

abzielen, die Nucleinséure chemisch zu 
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Abb. 9 


Abb. 8. Strukturmodell des Tabakmosaikvirus (nach Franklin 1956 aus 
Schramm 1957). 


Abb. 9. Molekulares Geriist der Desoxyribonucleinsaéure (aus Haas 1955). 


verandern. Die beigegebene Formel (Abb. 9) zeigt, da die Purin- oder Pyri- 
midinbasen der Nucleinséuren auch Aminogruppen enthalten. Wie aus der 
organischen Chemie bekannt ist, werden Aminogruppen durch eine Behand- 
lung mit salpetriger Sdaure in Hydroxylgruppen verwandelt. Nun kann man 
durch entsprechend schonenden Einsatz der salpetrigen Saure auch die in der 
RNS enthaltenen Aminogruppen in Hydroxylgruppen verwandeln. Dabei 
trat nun die erstaunliche Tatsache hervor, daff schon der Verlust von ganz 
wenigen Aminogruppen je Molekiil eine Vernichtung der biologischen Akti- 
vitat herbeifiihrt. Die Grenze scheint bei einer Aminogruppe auf je 3000 
Nucleotide zu liegen. Wenn also zwei Aminogruppen je Nucleinséuremolekiil 
in Hydroxylgruppen verwandelt werden, kann schon die biologische Akti- 
vitat vernichtet werden, oder aber es kann zum Auftreten einer Mutation 


Ubersicht iiber die verwendeten Abkiirzungen: 
ATP = Adenosintriphosphat DNS = Desoxyribonucleinsaure 
ADP = Adenosindiphosphat RNS = Ribonucleinsaure 
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kommen, d. h., es entsteht ein Virus, das auch infektiéds ist, aber gegeniiber 
dem urspriinglichen Virus etwas veranderte Eigenschaften hat und diese bei- 
behalt. Aus dieser Beobachtung lassen sich nun biclogisch sehr bedeutsame 
Folgerungen ableiten. Einmal wird daraus klar, daf eine Mutation einer 
chemischen Anderung einer Nucleinséure gleichkommt, was schon lange 
vermutet worden war, aber hier wohl erstmals exakt nachgewiesen wurde. 
Zweitens geht daraus hervor, daf auch die RNS befahigt ist, genetische In- 
formationen weiterzugeben, eine Eigenschaft, die bisher vor allem der DNS 
zugeschrieben worden war. Die Pflanzenviren enthalten aber ganz allgemein 
nur RNS. Es gibt auch héhere Viren, vor allem aus der Gruppe der Bak- 
teriophagen, die DNS enthalien. Tierpathogene Viren enthalten entweder 
RNS oder DNS, niemals aber beide zugleich. 


C. E. Hall (Cambridge, Massachusetts) konnte durch eine besonders 
subtile Technik Nucleinsauremolekiile im Elektronen- 
mikroskop sichtbar machen. DNS erschien dabei in Form von sehr lan- 
gen glatten Strangen von etwa 20A Durchmesser. Die RNS erschien in 
Form von Faden, die etwa 30 A dick und 500 bis 1000 A lang waren. Inter- 
essant ist dabei, da die Molekiilgestalt oft von dem pH-Wert der zum 
Zeitpunkt der Praparation in der Lésung herrschte, abhangig ist. So bildet 
eine kiinstlich hergestellte Polyadenylsdure bei pH 8,6 auferst diinne, lange, 
unregelmafige Strange von etwa 10 A Durchmesser, wahrend bei pH 4,4 
wohldefinierte Faden von 30 A Durchmesser und 200 bis 4000 A Lange vor- 
liegen. Aus Réntgenmessungen ist zu schlieBen, da bei pH 8,6 flexible 
Einzelfaden, bei pH 4,4 Doppelschrauben vorliegen. 

J.A.V. Butler (London) berichtete iiber die Uneinheitlichkeit der 
Nucleinséuren. Wenn es wirklich so ist, daf der wesentliche Bestandteil 
jedes Gens ein spezifisches Molekiil von DNS ist, dann miissen die aus ver- 
schiedenen Organismenteilen extrahierten Nucleinsauren grofe Mengen ver- 
schiedener Komponenten enthalten. Die Kunst, diese Komponenten von- 
einander zu trennen, steckt erst in ihren Anfangen. Immerhin geht aus den 
mitgeteilten Beobachtungen schon deutlich hervor, daft die extrahierten Pra- 
parate tatsachlich nicht einheitlich sind. 

Eine Arbeit von P. Alexander und K. A. Stacey (London) be- 
schaftigt sich mit den Veranderungen, die DNS durch ionisierende Strahlen 
und bestimmte mutagene Substanzen erleiden kann. Die ionisierende 
Strahlung wirkt auf eine doppelte Weise: Einerseits erzeugt sie im 
Wasser bestimmte Radikale und Peroxyde, die auf die DNS einwirken, 
andererseits wirkt die Strahlung direkt auf die Molekiile der DNS ein. In 
beiden Fallen kommt es zu Kettenbriichen, die an einer Verminderung der 
Viskositat mefbar sind. Nach neueren Vorstellungen besitzt die DNS eine 
iibermolekulare Struktur, die darin besteht, da je zwei Molekiilketten 
schraubig umeinander gewunden sind. Es kann nun interessanterweise vor- 
kommen, daf nur die eine der beiden Ketten durch die Strahlung oder 
sonstwie gebrochen wird. Dabei kann dann der Bruch verborgen bleiben, 
wenn die andere der beiden Ketten noch intakt ist (Abb. 10). Nur dann, 
wenn beide Ketten an nahe benachbarten Stellen gebrochen werden, zer- 
fallt auch die ganze iibermolekulare Schraube in zwei Teile. Die verborge- 
nen Briiche werden aber dann offenkundig, wenn durch geeignete Mittel die 
Wasserstoffbriicken, die die beiden Ketten zusammenhalten, gelést werden, 
z. B. durch Einwirkung starker Harnstofflésung. 

Veranderungen an DNS-Molekiilen kénnen auch durch die sogenannten 
mutagenen Chemikalien hervorgerufen werden. Mutagen wirken 
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vor allem solche Substanzen, die sowohl mit ionisierten Sauregruppen 
als auch mit Aminogruppen zu reagieren vermégen (z. B. Epoxyde, Stick- 
stofflost u. a.). Wiederum wird deutlich, da® eine Mutation in einer chemi- 
schen Veranderung eines Nucleinsauremolekiils besteht. Es ist interessant, 
daf die ionisierenden Strahlen und die mutagenen Chemikalien aufer ihrer 
mutagenen Wirkung noch eine zweite gemeinsame Eigenschaft haben, sie 
wirken namlich gleich stark tumorhemmend. 

Fiir den vitalfarbenden Zellphysiologen mag es interessant sein, da’ 
die Biochemiker nun auch den bekannten Vitalfarbstoff Acridinorange als 


deckt haben. Zwei Arbeiten, 
>  niamlich von R. F. Beers 


(Baltimore) sowie von R.F. 
Steiner (Bethesda) und 
Beers beschiftigen sich 
mit den Wechselwirkungen 
von Acridinorange 
und Nucleinsiaure. In 
einem Falle wird berichtet, 
daf Acridinorange die Syn- 
these von Polynucleotiden 
aus ADP und anderen Sub- 
stanzen durch Enzyme aus 
Bakterien hemmi. Im an- 
deren Falle werden die 
Komplexe untersucht, die 


© 10MISATIONS 
das Acridinorange mit Po- 


Untersuchungsobjekt ent- 
=> 
(v) 


(a) (e) 

Abb. 10. Die Entstehung .,verborgener Briiche* in 
den Doppelschrauben von DNS infolge einer Be- 
strahlung in trockenem Zustand. Nur wenn an 
benachbarten Punkten der beiden Molekiilketten 
Briiche erzeugt werden, bricht die ganze Doppel- 
schraube (b). Nach Zusatz von Harnstofflésung 
werden die Wasserstoffbriicken, die die beiden 
Schrauben zusammenhalten (diinne schwarze 
Linien) gelést und die .,verborgenen Briiche~ wer- 
den offenkundig (c) (nah Alexander und 


lynucleotiden zu_ bilden 
vermag. Es werden zwei 
verschiedene Arten von 
Komplexen niaher beschrie- 
ben. 

Das meist besuchte Sym- 
posium am Kongreft war je- 
nes iiber die Biochemie 
der Proteine. Unter den 
Mitteilungen dieses Sympo- 
siums waren wiederum fiir 


den Zellphysiologen die 
Mitteilungen am interessan- 
testen, die sich mit der Biosynthese der Proteine beschaftigen. Schon 
seit langem war dem Biochemiker klar, daB die Biosynthese der Proteine 
keine einfache Umkehr des enzymatischen Abbaues derselben sein kénne, 
und zwar zunachst aus thermodynamischen Griinden, weil der Abbau eine 
exergone Reaktion ist und seine Umkehr eine Zufuhr von Energie erfor- 
dert. Zweitens aber war kein einfacher enzymatischer Mechanismus denk- 
bar, der es garantiert, daB die verschiedenen Aminosauren stets in der rich- 
ligen Reihenfolge aneinandergehangt werden und daB ferner die fiir die 
biologische Aktivitat der Proteine so bedeutsame iibermolekulare Strukiur 
zustande kommt. Schon vor langerer Zeit war nachgewiesen worden, daf 
bei der Biosynthese der Proteine die Nucleinséuren eine bedeutsame Rolle 
spielen. Verschiedene Vorstellungen waren iiber die Art dieser Beteiligung 
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entwickelt worden. Erst in allerletzter Zeit jedoch wurden Experimente 
bekannt, bei denen tatsaichlich eine Proteinsynthese in vitro beobachtet 
worden war, d. h. eine Proteinsynthese ohne Beteiligung ganzer lebender 
Zellen. Stets sind aber Zellextrakte und bestimmte Zellfragmente fiir die 
Durchfiihrung einer Proteinsynthese in vitro notwendig. Es ist freilich zu- 
nachst, wie aus dem Vortrag von B. A. Ask onas (London) hervorgeht, gar 
nicht immer leicht, eine Proteinsynthese in vitro zweifelsfrei festzustellen. 
Die Versuche werden stets mit radioaktiv markierten Aminosauren durch- 
gefiihrt, wobei dann festgestellt wird, ob die radioaktiv markierten Amino- 
sduren in die am Ende des Versuches vorliegenden Proteine eingebaut sind. 
Es ist jedoch gar nicht leicht, festzustellen, ob dabei die Radioaktivitat 
wirklich in biologisch aktiven Proteinen sitzt, oder ob nicht etwa eine un- 
spezifische Aneinanderreihung von Aminosauren stattgefunden hat. Ferner 
kénnte der Fall eintreten, da an ein bereits fertig vorgelegenes Protein 
nachtraglich einige radioaktive Aminosduren angehangt wurden, was natiir- 
lich nicht mit einer vollstandigen Proteinsynthese gleichbedeutend ist. Alle 
diese Schwierigkeiten gilt es zu beriicksichtigen, wenn die Proteinsynthese 
in vitro untersucht werden soll. Die wohl aufschlufreichste Mitieilung iiber 
die Biosynthese von Proteinen gab M. B. Hoagland (Boston). Der Ar- 
beitsgruppe um Hoagland sowie einigen anderen Arbeitsgruppen ist vor 
einiger Zeit ein wichtiger Fortschritt gelungen. Sie konnten das System, das 
fiir die Biosynthese der Proteine verantwortlich ist, in zwei Komp o- 
nenten aufspalien, namlich in eine Garnitur wasserléslicher En- 
zyme und in eine bestimmte Fraktion von abzentrifugierbaren P a r- 
tikeln. Diese Partikel gehéren in jene Fraktion, die von den Biochemi- 
kern im allgemeinen als Mikrosomen bezeichnet wird. Die Zellphysiologen 
wollen allerdings als Mikrosomen bestimmte mikroskopisch sichtbare Teil- 
chen bezeichnet wissen, wie es der in der botanischen Zellphysiologie seit 
langem iiblichen Terminologie entspricht, und die submikroskopischen Par- 
tikel, um die es sich hier handelt, Meiosomen nennen (vgl. Héfler 1957, 
Sitte 1958). Leider existiert auf diesem Gebiet eine unangenehme termino- 
logische Zweigleisigkeit. Zu dem Arbeiten mit Teilchen, die durch Homogeni- 
sation von Zellen und anschliefende fraktionierte Zentrifugierung gewon- 
nen werden, ist noch folgendes zu bemerken: Es herrscht unter den Zell- 
physiologen, die gewohnt sind, mit lebenden Zellen zu arbeiten, eine gewisse 
Skepsis gegeniiber dieser Arbeitsweise. Tatsachlich wird diese Methode sehr 
oft auRerst unbedenklich angewandt und zum Teil von solchen Biochemi- 
kern, die mit dem Bilde einer lebenden Zelle im Mikroskop nur sehr wenig 
vertraut sind. Die Alteration, die die betreffenden Teilchen bei der Zer- 
triimmerung der Zellen erleiden, wird meist zu gering eingeschatzt (P e r- 
ner und Pfefferkorn 1953). So wiirde wohl ein grofer Teil der bio- 
chemischen Arbeiten, die angeblich mit reinen Mitochondrien, mit reinen 
Mikrosomen, mit reinen Zellkernen gemacht wurden, einer genauen Priifung 
nicht standhalten. Auch hier gilt es, wie schon eingangs erwahnt, die sorg- 
faltigen von den bedenkenlosen Experiméntatoren mit einem gewissen 
Fingerspitzengefiihl zu unterscheiden. Hoagland sagt an einer Stelle: 
.. Were are in fact straining to hear the last words from the lips of these dying 
particles.“ Wenn nun ein Forscher die Situation so klar sieht, da er die 
Reaktionen, die er an den Teilchen beobachtet, mit den letzten Worten von 
den Lippen eines Sterbenden vergleicht, dann ist anzunehmen, da auch 
seine iibrigen Angaben Verirauen verdienen. 

Nach Hoagland besteht nun das fiir die Biosynthese der Proteine 
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verantwortliche System aus folgenden Komponenten: 1. die Amino- 
sauren selbst, aus denen das Protein gebaut werden soll, 2. Adenosintri- 
phosphat als Energielieferant, 3. ein System von léslichen Enzymen, die 
sogenannten pH-5-Enzyme, 4. eine lésliche Ribonucleinsaure, 5. bestimmte 
abzentrifugierbare Zellfragmente, die ebenfalls Ribonucleinsadure enthalten, 
und 6. fiir den letzten Schritt der Reaktion Guanosintriphosphat. Die unter 
5 genannten Partikel sind iiberall gefunden worden, wo man ernstlich nach 
ihnen gesucht hat, und zwar sowohl bei Tieren als auch bei héheren Pflan- 
zen als auch bei Bakterien. Es liegen zwar Angaben vor, daf Aminosaiuren 
auch in Mitochondrien und Zellkerne eingebaut werden. Doch ist H oag- 
land der Ansicht, daf die hier Mikro- 

somen genannten Teilchen der Hauptsitz 

der Proteinsynthese sind. Der erste 

Schritt der Proteinsynthese besteht in 

einer Aktivierung der Amino- 

saiuren. Wahrend nun in der Kohle- 

hydratchemie die Aktivierung der rea- 

gierenden Molekiile durch Anhiangen 

eines Phosphatrestes erfolgt, geschieht 

hier die Aktivierung anders. Wohl ist 

auch hier das Adenosintriphosphat der 

Lieferant der Energie, aber die Aktivie- 

rung des Aminosiuremolekiils geschieht 

nicht durch Anfiigen eines Phosphatrestes, 

sondern durch Anhingen des anderen 

Teiles des ATP-Molekiils, nimlich des 

AMP. Die Abbildung 11 zeigt, an wel- 

Abb. 11. Aktivierung von Amino- cher Stelle das Nucleotid an die Amino- 
sane Heaglen®. siure gehingt wird, wobei zugleich an- 
gedeutet wird, daf dieser Vorgang an 

der Oberfliche eines Enzymmolekiils 

stattfindet. Der nachste Schritt besteht nach Hoagland in einer Uberfiihrung 
der aktivierten Aminosdure auf eine l6sliche Ribonucleinsiaure. 
Dies ist eine unerwartete, neue Zwischenstufe. Die Ubertragung geschieht 
direkt durch das gleiche Enzym, das auch die Aktivierung der Aminosaure 
durchfiihrt. Die Aminosiure wird auf diese Weise durch eine kovalente 
Bindung an das Ribonucleinséuremolekiil angeheftet. Es handelt sich um 
eine umkehrbare Reaktion. Die RNS, an der dieser Vorgang stattfindei, 
scheint eine spezielle RNS von recht niedrigem Molekulargewicht zu sein. 
Einige Beobachtungen lassen darauf schliefen, daf fiir jede Aminosiure 
eine besondere Acceptor-RNS vorliegt. Der entscheidende Schritt zur Syn- 
these des Proteinmakromolekiils erfolgt dann an den genannten P ar- 
tikeln. Der Komplex aus Aminosaure und léslicher Ribonucleinsaiure 
wird in die Partikel eingefiigt, wobei Protein entsteht. Zu diesem Vorgang 
ist interessanterweise Guanosintriphosphat notwendig. Die Aminoséuren 
werden dabei nicht frei und auch die Nucleinsauren, die mit den Amino- 
sauren verbunden sind, werden mit in das Partikel eingebaut, das ebenfalls 
RNS enthalt. Lésliche Ribonucleinsaure, die keine Aminoséuren gebunden 
hat, wird nicht in die ,,Mikrosomen* aufgenommen. Wie die Mechanik dieses 
Vorganges im einzelnen verlauft, vor allem in demjenigen Stadium, das 
zum Aufbau des Makromolekiils fiihrt, ist noch ganz unklar. Jedenfalls ist 
aber schon deutlich, da der ganze Vorgang weitaus komplizierter ist, als 
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man anfanglich dachte. Hoagland spricht die Vermutung aus, daf die 
lésliche Ribonucleinsiure (Komponente 4) als Adapter wirkt, das heift, sie 
erméglicht den bei der Synthese beteiligten Partikeln vielleicht, die jeweils 
notwendigen Aminosduren richtig auszuwahlen. Es kénnte sein, da die 
an denen die aktivierten Aminosaduren gebun- 
den werden, irgendwelche strukturellen Eigentiimlichkeiten besitzen, die 
eine Aneinanderreihung der Aminosduren in der richtigen Reihenfolge er- 
leichtern. 

R. B. Loftfield (Boston) diskutierte in seinem Vortrag die physi- 
kalisch-chemischen Voraussetzungen, die dazu notwendig sind, daf aus 
einem Aminosaduregemisch die jeweils richtige Aminosaure an den richtigen 
Platz des proteinsynthetisierenden Systems gelangt. 

Von den iibrigen proteinchemischen Arbeiten kann nur einiges Wenige 
erwahnt werden. H. Theorel! (Stockholm) berichtete iiber neuere Er- 
gebnisse auf dem Gebiet der Flavoproteine. B. L. Vallee (Boston) 
hielt einen umfangreichen Vortrag iiber die Metalloenzyme. Fiir den 
Protoplasmatiker ist vielleicht noch eine Arbeit von E. H. Fischer 
(Washington) und Mitarbeitern interessant, der sich mit den Beziehungen 
des Calciums zu der molekularen Struktur von Amylasen befaft. Alle 
von den Autoren untersuchten Amylasen enthielten Calcium. Es lat sich 
durch bestimmte chemische Mafinahmen aus dem Molekiil entfernen. Dabei 
wird interessanterweise das Enzymmolekiil auferst instabil. Es ist dann nur 
mehr unter optimalen Bedingungen existenzfahig und wird bei der leise- 
sten chemischen oder thermischen Beanspruchung denaturiert, im calcium- 
haltigen Zustand ist es viel widerstandsfahiger. Der Zellphysiologe wird 
hierbei an ganz ahnliche Eigenschaften des Plasmalemmas der Pflanzenzelle 
denken, das ebenfalls im calciumfreien Zustand auRerst labil ist. Vielleicht 
existieren hier tatsachlich Parallelen. 


Besonders grofe Fortschritte machte in der letzten Zeit die Erforschung 
der biosynthetischen Mechanismen fiir eine Reihe sek undiarer P flan- 
zenstoffe, z. B. der Anthocyane und verwandter Verbindungen 
(H. Grisebach, Freiburg) sowie der Terpene (W. Sandermann, 
Hamburg). Das wichtigste Hilfsmittel sind hiebei die radioaktiven Iso- 
topen. Entweder man la8t die Pflanzen radioaktives CO, assimilieren oder 
man appliziert in geeigneter Weise radioaktiv markierte Vorstufen und 
stellt dann durch Analyse der Endprodukte die Lage der radioaktiven 
Kohlenstoffatome fest. Dies ist zwar eine sehr miihevolle, aber fast voll- 
kommen sichere Methode, um die Reaktionsketten, die zu einem bestimmten 
Stoff fiihren, aufzudecken. 

Hier sei als Beispiel die Biosynthese der Ter pene herausgegriffen, 
iiber die W. Sandermann (Hamburg) ausfiihrlich berichtete. Schon vor 
vielen Jahrzehnten, als die Strukturformeln der atherischen Ole und Harz- 


Abb. 12. C-Geriist des Isopentan-Bausteines der Terpene. 


sauren, der Carotinoide, des Kautschuks und der Sterine bekannt wurden, 
fiel die Verwandtschaft dieser Verbindungen auf, die sich in einer steten 
Wiederkehr des Isopentan-Bausteines (Abb. 12) auferte. Wallach (1887) 
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sprach seinerzeit die Vermutung aus, daf alle diese Stoffe durch eine Poly- 
merisation des Isopren (Abb. 13) entstanden sein kénnten. Dieser Ansicht 


Abb. 13. Isopren. 


stand jedoch die Tatsache entgegen, daft Isopren in der Natur niemals auf- 
gefunden werden konnte. So blieb diese Frage lange Zeit hindurch in 
Schwebe. In den letzten Jahren ist 

| man nun ihrer Lésung ein grofes 

+5 +e—o—+ Stiick naher gekommen: die Bio ge- 

i des Isopentan-Baustei- 
nes wurde im wesentlichen geklirt. 

Abb. 14. Verteilung der Methyl- und Eg stellte sich heraus, daf das be- 
Carboxylgruppen der Essigsiure im  sagite Kohlenstoffgeriist durch Zu- 
Isopentan-Baustein der Terpene (nach sammenlagerung von drei Molekiilen 
Sandermann). Essigsiure entsteht. Man schlof aus 
Versuchen mit radioaktiv markiertem 

Azetat, daft die in Abb. 14 als Kreise gezeichneten Atome des Isopentan- 
geriistes aus den Methylgruppen der Essigsiure stammen, die als Punkte ge- 


COOH OOH 
+I H, 
CH, —CH,—COOH 
2CH,COOH = CH,COCH,COOH 
Acetessigsaiure 


OOH 
Hy 
C—CH,—CH,OH 


\ 


OH 
Mevalonsaure Mevaldinsaure 


H,C H 


C 
2 
C— CH,—CH,0H 
H,C Isopren 


Abb. 15. Vermutlicher Reaktionsweg bei der Biosynthese des C;-Bausteines der 
Terpene (nach Sandermann, etwas verandert. Der rein hypothetische, in eckige 
Klammern gesetzte Alkohol wurde vom Referenten eingefiigt). 


zeichneten Atome hingegen aus den Carboxylgruppen. Wie ersichtlich, fin- 
det bei dem Vorgang eine Decarboxylierung statt. 

Als Reaktionsmechanismus wird der folgende angegeben (Abb. 15), wobei 
erwahnt werden muf, daf die Essigsiure nur dann in der dargestellten 
Weise reagiert. wenn sie durch Bindung an das Coenzym A aktiviert ist und 
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wenn gleichzeitig das entsprechende Enzym zugegen ist. Zunachst werden 
zwei Molekiile aktiviertes Azetat in einer schon seit langem bekannten 
Reaktion zu Azetazetat kondensiert, dann wird das dritte Molekiil Azetat 


| 
Monocycl. Terpene Pinan-Typ 


Abb. 16. Konventionelle und ..biogenetische* Formeln fiir einige Mono- und Ses- 
quiterpene (nach Sandermann). 


seitlich angefiigt, das entstehende Produkt ware als Hydroxy-Methyl- 
Glutarsiure (HMG) zu bezeichnen. Durch Reduktion einer Carboxylgruppe 
zur Aldehydgruppe entsteht die Mevaldinsaure, durch weitere Reduktion zu 
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einer CH,OH-Gruppe die Mevalonsaure. Von dieser letzteren Saure 
ist es sichergestellt, daf sie ein echtes Zwischenprodukt der Terpensynthese 
ist. Der weitere Weg ist noch hypothetisch. Man erkennt auf dem Reaktions- 
schema, daff aus der Mevalonsaure durch Decarboxylierung ein Alkohol ent- 
stehen wiirde, der bereits das Kohlenstoffgeriist des Isoprens aufweist. Durch 
Abspaltung von zwei Molekiilen Wasser kénnte dieser Alkohol in Isopren 
iiberfiihrt werden. Einige Autoren sind denn auch der Meinung, daf [sopren 
tatsichlich als Zwischenprodukt entsteht. Demgegeniiber méchte der Re- 
ferent auf die nach wie vor bestehende Tatsache hinweisen, da I[sopren 
noch niemals in der Natur aufgefunden worden ist. Sollte etwa doch der 
Alkohol, der aus der Mevalonsaiure durch Decarboxylierung entsteht, eine 
Rolle spielen? Sicher weifB man nur, daf bei den von der Mevalonsiure 
ausgehenden weiteren Reaktionsschritien eine Phosphorylierung stattfindet. 

Die grofe Mannigfaltigkeit der in der belebten Natur gefundenen Ter- 
penverbindungen muf nun so zustande kommen, dafi eine mehr oder weni- 
ger grofe Zahl von C,-Bausteinen in verschiedener Weise aneinandergefiigt 


CH, CH, CH, CH, CH; 
CH,C_—CHCH,CH,C—CHCH,CH,C -CHCH,—CH,CH —CCH,CH,CH—CCH,CH,CH—CCH, 


Abb. 17. Squalen. 


wird. Es wird noch zu untersuchen sein, welche von diesen Reaktionen 
spontan und welche enzymatisch gelenkt ablaufen. Abb. 16 zeigt in iiber- 
sichtlicher Weise die Verwandtschaft einer Anzahl von Mono- und Sesquiter- 
penen. Dabei ist fiir jeden Typus aufer der herkémmlichen Strukturformel 
noch eine ,,biogenetische* Formel gegeben: Es werden in den kettenformigen 
Kohlenwasserstoff, der durch Aneinanderfiigung von zwei bzw. drei Isopren- 
Bausteinen entsteht, diejenigen zusatzlichen Bindungen eingezeichnet, deren 
Zustandekommen das betreffende Molekiilgeriist herstellt. Auch die Bio- 
genese komplizierterer Terpene, wie der Harzsiuren und der Carotinoide, 
ist nun grundsatzlich verstandlich, wenn auch viele Einzelheiten noch der 
Aufklarung harren. Besonders grof ist aber die Genugtuung dariiber, daft 
nun auch das bis vor kurzem ganz ratselhafte Molekiilskelett der Ste rine 
aus bekannten Verbindungen abgeleitet werden konnte. Schon lange war 
eine Verwandtschaft mit den Terpenen vermutet worden, nun konnte sie er- 
wiesen werden. Unmittelbare Vorstufe scheint hier der Terpenkohlenwasser- 
stoff Squalen (Abb. 17) zu sein, dessen Entstehung aus dem C,-Baustein 
die Abb. 18 darstellt. Von diesem Squalen aus wird nun nach den neuen 
Vorstellungen in einer einzigen, enzymatisch gelenkten Reaktionswelle, die 
mehrere Bindungsumlagerungen umfaft, das eigenartige Kohlenstoffgeriist 
der Sterine gebildet (Abb. 19). Voraussetzung dazu ist natiirlich, da die 
lange Kohlenstoffkette des Squalen vorher in einer ganz bestimmten Weise 
gefaltet wird, so da die Kohlenstoffatome, die spater miteinander reagie- 
ren sollen, einander raumlich nahegebracht werden. Es ergeben sich von 
hier aus interessante Fragen beziiglichh der raumlichen Struktur der 
beteiligten Enzymmolekiile. in denen ja die innere Ordnung des Sterin- 
molekiils irgendwie vorgebildet sein muff. Es sei ferner daran erinnert, 
daf die meisten Terpene ausgesprochen lipoide Substanzen sind, wahrend 
doch die zu ihrer Bildung nétigen Enzyme, nach unseren bisherigen Kennt- 
nissen, im allgemeinen an eine waBrige Phase gebunden sind. Hier miissen 
Grenzflachenvorgange zwischen wafrigen und lipoiden Phasen des Proto- 
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plasmas beteiligt sein, die uns noch manches Ratsel aufgeben werden. Wir 
wollen uns aber durch diese vielen noch offenen Probleme nicht davon ab- 
halten lassen, uns iiber das bisher Erreichte aufrichtig zu freuen. 


) 
H20 (d) 
Abb. 18. Biosynthese von Squalen in D,O (nach Bloch aus Sandermann). 


Squalen 


Einige interessante Arbeiten behandeln den Phosphathaushalt 
vonHefeundanderen Pilzen. Die Ergebnisse sind hier deshalb be- 
sonders vertrauenerweckend, weil drei verschiedene Arbeitsgruppen zu Er- 
gebnissen gekommen sind, die im wesentlichen iibereinstimmen. Zwei dieser 


Zymosterin Cholesterin 
Abb. 19. Biogenese des Cholesterin (aus Sandermann). 


Arbeitsgruppen sind in Berlin tatig (F. Windisch, H. Bauer und 
E. Herfurt sowie P. Langen und E. Liss), die dritte unter Leitung 
von A. N. Belosersky in Moskau. 

Zunachst konnte erwiesen werden, was schon lange vermutet worden 
war: Die Phosphataufnahme der Hefe ist keine einfache Permeation, son- 
dern einaktiver Aufnahmevorgang, sie ist namlich durch 2, 4-Di- 
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nitrophenol hemmbar und streng an die Gegenwart von Sauerstoff gebunden 
— interessanterweise auch bei fakultativ anaeroben Organismen. 

Wichtig ist die Beobachtung, daff das aufgenommene Orthophosphat 
rasch in eine polymere Form, das sogenannte Poly phosphat, ver- 
wandelt wird. Das Polyphosphat entspricht jener Verbindung, die friiher 
meist als Metaphosphat bezeichnet wurde und die die Summenformel HPO, 
besitzt. Die Formel heifit richtig (HPO,), und die Verbindung entsteht aus 
vielen Molekiilen Orthophosphat durch Wasserabspaltung (Abb. 20). Die 
Bildung von Polyphosphat aus Orthophosphat ist ein endergoner (endo- 
thermer), Energie verbrauchender Vorgang. 


HO P OH > HO P 0 P OH “tere Kondensation, QOPOPOPOPOP... 


Abb. 20. Entstehung von Polyphosphat aus Orthophosphat (nach Hollemann- 
Wiberg 1952). 


Die physiologische Bedeutung dieser Speicherungsform kénnte unter an- 
derem in der Vermeidung einer osmotischen Belastung der Zelle liegen. 
(Es werden unter Umstianden ziemlich grofe Mengen von Phosphat ge- 
speichert.) Vielleicht stellt das Polyphosphat aber auch eine Energie- 

nophos reserve der Zelle dar. Es 
on! kommt in einer sdureléslichen 


und einer saureunléslichen Form 
vor, in welch letzterer es an 
s |S fh polyphosphate RNS gebunden sein und im Dien- 
N Wry WS... ste des Protein- oder Nuclein- 
NBA 

Windisch weist das Poly- 
Ni ae phosphat, das in der Zelle in 
ols % polyphosphate Form von Granulis auftritt, durch 
be, Farbung mit Methylenblau und 
Trypaflavin unter dem Mikro- 
skop nach. (Diese Polyphosphate 
olyphosphate stehen ziemlich sicher mit dem 

in der ilteren Literatur als V o- 
utilizedion in the nucleic utilization in the luti * bezeichneten Zellinhalts- 
acid synthesis protein synthesis stoff in Beziehung. Anm. d. Ref.) 


Die genannten Autoren schlie- 
Abb. 21. Der Phosphatkreislauf in fen nun aus ihren Befunden, daft 


niederen Pilzen (nach Belosersky). — sich im Anschluf an die Synthese 

der Polyphosphate ein F lie R- 
gleichgewicht zwischen diesen und ihren niedriger polymeren Homolo- 
gen einstellt (Abb. 21). Dieses Gleichgewicht wird durch verschiedene physio- 
logische Vorgange nach bestimmten Richtungen verschoben, wie dies zum Teil 
aus der Abbildung hervorgeht. Auch der Zusatz verschiedener Salze zum Kul- 
turmedium hat einen starken und je nach der Art des Salzes wechselnden 
Einflu& auf diesen Phosphatkreislauf. Wichtig ist ein Befund iiber einen Zu- 
sammenhang des Phosphatstoffwechsels mit dem Energiestoffwechsel: Wer- 
den die energieliefernden Dissimilationsvorgange stillgelegt (entweder durch 
Jodazetat oder Urethan), dann hért die Synthese von Polyphosphat aus 
Orthophosphat auf und das vorhandene Polyphosphat wird rascher als 
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sonst abgebaut. Von dieser Beobachtung her gewinnt die Vermutung, dal 
die Polyphosphate der Zelle auch als Energiereserve dienen kénnen, stark 
an Wahrscheinlichkeit. 


Ein Vortrag von R. L. Post und R. Merritt (Nashville, Tennessee) 
befaft sich mit der Aufnahme von Kalium und Natrium in 
menschliche Erythrocyten. Obwohl es sich hier also um kein botanisches 
Versuchsobjekt handelt, soll die Arbeit hier erwahnt werden, weil sie zell- 
physiologisch recht interessant ist. Die Autoren geben an, da an dem ge- 
nannien Objekt eine aktive und eine passive Ionenaufnahme 
nebeneinander vor sich gehen. Sie konnten diese beiden Vorginge dadurch 
trennen, dai sie die aktive Aufnahme unterbanden. Dies soll durch fol- 
gende Mafinahmen bewirkt werden kénnen: 1. Durch Einwirkung des 
Steroidalkaloides Ouabain (Abb. 22). 2. Durch Sistierung des Energiestoff- 
wechsels infolge Inkubation ohne Atmungssubstrat. 3. Durch Verwendung 


Abb. 22. Aglykon des Ouabain (nach Snatzke 1956). 


von ,,ungekoppelten* Zellen (,,unlinked cells*), die entweder nur Natrium 
oder nur Kalium enthalten, in einem Cholin-Medium. Der aktive Transport- 
mechanismus fiir Natrium und Kalium soll namlich nach P ost und Mer- 
ritt nur dann arbeiten, wenn beide Ionen zugegen sind. Es wire 
interessant, ahnliche Untersuchungen an einem botanischen Objekt an- 
zustellen. 


Ein Musterbeispiel einer ausgepragt pflanzenphysiologisch orientierten 
Biochemie bildete der Vortrag von K. Mothes (Halle). Er berichtete iiber 
den Stoffwechsel bewurzelter Blattstecklinge, hauptsach- 
lich von Tabakpflanzen. Durch die Isolierung wird das Auftreten der 
charakteristischen Alterserscheinungen, die die an der Pflanze befindlichen 
ausgewachsenen Blatter zeigen, verhindert. Vor allem vergilben die Blatter 
nicht, sondern sie bleiben griin und zeigen mehrere Monate hindurch ein 
bedeutendes Wachstum, das allerdings nicht auf Zellteilungen, sondern nur 
auf einer VergréRerung der bereits vorhandenen Zellen beruht. Die Proteine 
und Nucleinsauren werden sehr gleichmafig vermehrt. Besonders bezeich- 
nend fiir den Stoffwechsel der Blattstecklinge ist die hemmungslose, unge- 
steuerte Stoffaufnahme- und Synthesetatigkeit der Wurzeln. Dadurch 
kommt es unter optimalen Ernahrungsbedingungen zu einer aufergewéhn- 
lich starken Anhaufung von Produkten dieser Wurzeltatigkeit, vor allem 
von stickstoffhaltigen Substanzen, in den Blattern. Mothes hilt es fiir 
wahrscheinlich, daf diese Akkumulation einen Faktor jenes Komplexes 
darstellt, der das ph ysiologische Altern bedingt. Wohl zu unter- 
scheiden von diesem .physiologischen Altern“ ist das Altern eines an der 
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Pflanze befindlichen Blattes, das im wesentlichen auf Konkurrenz beruht, 
also auf Stoffentzug seitens der Knospen, der Bliiten und reifenden Friichie 
sowie der noch wachsenden jungen Blatter. 

Einige beachtenswerte Fortschritte wurden auch auf dem Gebiet der 
Photosyntheseforschung erzielt. Leider war auf dem Kongref 
hiefiir kein gréferer Rahmen vorgesehen, so daff die Ergebnisse in zwei klei- 
nen Sektionsvortragen mitgeteilt werden mufiten (D. I. Arnon sowie 
A. V. Trebst, H. Y. Tsujimoto und D. I. Arnon, alle in Berkeley, 
Californien). 

Es kann nunmehr mit Sicherheit gesagt werden, da die Chloropla- 
sten den zum gesamten Photosynthesevorgang bis auf 
das Niveau der Kohlehydrate nétigen Apparat enthal- 
ten und auf keine Mitwirkung anderer Zellteile angewiesen sind. Einige 
interessante Angaben beziehen sich auf die Lokalisation der beiden Haupi- 
teile der Photosynthese, namlich der photochemischen Wasserspaltung einer- 
seits und der CO,-Fixierung (Dunkelreaktion) anderseits: Man kann iso- 
lierte Chloroplasten in Bruchstiicke zerschlagen (allerdings nicht beliebig 
weit, vgl. Thomas, Blauuw und Duysens 1953), ohne ihre photo- 
synthetischen Fahigkeiten zu vernichten. Belichtet man nun solche zer- 
schlagenen Chloroplasten in einer CO,-freien Lésung, zentrifugiert die 
Chloroplastenfragmente dann ab und fiigt im Dunkeln radioaktiv mar- 
kiertes CO, sowie katalytische Mengen von Hexosephosphat hinzu, dann 
kann man eine Bildung von radioaktivem Zucker nachweisen. Dieser letztere 
Vorgang findet nur dann statt, wenn vorher in der Lésung Chloroplasten- 
teile belichtet wurden. Es muf also einerseits aus den zerschlagenen Chloro- 
plasten ein Enzymsystem herausdiffundiert sein, das die CO,-Fixierung 
und die Synthese von Kohlehydraten zu vollziehen vermag, anderseits 
miissen die belichteten Chloroplasten bestimmte Substanzen ausscheiden, die 
das lésliche Enzymsystem erst zu seinen Leistungen befahigen. Diese von 
den belichteten Chloroplasten ausgeschiedenen Substanzen wurden zunachst, 
als ihre Zusammensetzung noch unbekannt war, von Arnon als ,assi- 
milatory power bezeichnet. Spater stellie sich heraus, daff es sich 
dabei um ein Gemisch von TPNH und ATP handelt. Diese Substanzen sind 
also die Endprodukte der Lichtreaktion (Wasserspaltung) und werden fiir 
die Dunkelreaktion benétigt. Arnon formuliert die Lichtreaktion folgen- 
dermafen: 4H,O + 2 TPN+t + 2H,PO,+2 ADP “cht 2 TPNH +2 ATP + 
+0O,+2H,0O. Bei dieser Darstellungsweise werden allerdings zwei Vor- 
gange miteinander vermengt, die man besser auseinanderhalten sollte. Es 
sei hier an das Schema erinnert, das Pirson (1955, S. 550) wiedergegeben 
hat und das im wesentlichen immer noch giiltig ist: 

Am Anfang der Reaktionsfolge steht eine Spaltung des Wassers in 
(hypothetische) H- und OH-Radikale. Von diesen ausgehend, gibt es nun 
zwei Moéglichkeiten: entweder es findet eine Riickreaktion dieser beiden 
Produkte statt, wobei (ahnlich wie bei der Atmungskette) ATP gebildet 
wird, oder der intermediare .Photowasserstoff* wird auf ein Coenzym 
(TPN*) tibertragen, wahrend eine aquivalente Menge des anderen Wasser- 
spaltproduktes (,.{OH]“) zu O, und H,O dismutiert wird. Im belichteten 
Chloroplasten gehen nun wohl diese beiden Vorginge nebeneinander vor 
sich, weil, wie erwahnt, unter den Endprodukten der Lichtreaktion sowohl 
das reduzierte Coenzym (TPNH) als auch ATP aufscheinen. Diese beiden 
Verbindungen werden dann in der Dunkelreaktion benétigt, um das in 
organischer Bindung fixierte CO, auf das Kohlehydratniveau zu reduzieren. 
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Von diesem letzteren Vorgang (Calvin-Zyklus) war am diesjahrigen Kon- 
greft nicht die Rede. 

Arnon zieht aus seinen Versuchsergebnissen den wichtigen Schluf, 
daf die Dunkelreaktion von einem extrahierbaren Enzym- 
system durchgefiihri wird, das vielleicht im Stroma der Plastiden 
seinen Sitz hat, wihrend die Lichtreaktion unbedingt an die fiir die 
Plastiden charakteristischhen Strukturen gebunden ist. Arnon nimmt 
als Hauptsitz der Lichtreaktion die Grana an. Hier diirfte die innige Ver- 
kniipfung von Struktur und Funktion, die im Bereich des Lebendigen immer 
wieder auftritt, in besonders hervorstechender Weise verwirklicht sein. 

Werden zu einem Reaktionsansatz mit belichteten Chloroplasten winzige 
Mengen (0,001 Mikromol) von FMN (Flavinmononucleotid), Vitamin K oder 
Phenazinmethosulfat hinzugefiigt, dann wird die eine der beiden Kom- 
ponenten der Lichtreaktion, namlich die Bildung von ATP, stark geférdert. 
Bei Anwesenheit gréRerer Mengen der genannten Reagenzien wird diese 
Reaktion iiberhaupt vorherrschend und wird die andere Komponente, nam- 
lich die Bildung von reduziertem Coenzym (TPNH) und damit auch die 
Bildung von O, ganz unterdriickt. Die Reaktionsgleichung sieht dann fol- 
gendermafen aus: nADP+nH,PO, n ATP. 


Bei diesem Vorgang wird natiirlich auch kein CO, in Kohlehydrat ver- 
wandelt. Dieser Befund scheint dem Referenten auferordentlich wichtig zu 
sein, weil er zeigt, da die Pflanze auch dann mit dem einfal- 
lenden Licht etwas anfangen kann, wenn ihr durch 
irgendwelche Umstande kein CO, zur Verfiigung steht 
(die notwendigen Katalysatoren FMN bzw. Vitamin K sind ja aller Wahr- 
scheinlichkeit nach regelmafige Bestandteile der griinen Pflanzen). Es 


braucht vielleicht in diesem Falle nicht die Atmung zur Aufrechterhaltung 
des Energiestoffwechsels eingesetzt zu werden, weil ja das eigentliche Pro- 
dukt der Atmung, der Energietrager ATP, in der Lichtreaktion direkt ge- 
bildet wird. 


* 


Wenn nun der Leser dieses Berichtes alle die vielen mitgeteilten Einzel- 
heiten des biochemischen Geschehens iiberdenkt, dann kann es leicht ge- 
schehen, da er verwirrt wird und den Blick auf das Ganze verliert. In noch 
héherem Mafte bestand diese Gefahr fiir den Besucher des Kongresses selbst. 
Dagegen gibt es ein probates Mittel: Man setze sich ans Mikroskop und be- 
trachte eine lebende Zelle. Nun ist die Ganzheit wieder da, wir kénnen sie 
unmittelbar erleben und es ist schade, daf sich vor allem die Biochemiker 
diesem Erlebnis so selten hingeben. Freilich, die Betrachtung einer Zelle 
ist nicht immer ein reiner Genuf. Gerade deshalb namlich, weil wir nun so 
viel wissen von der kaum iiberblickbaren Vielfalt der Vorgange, die Voraus- 
setzung des Lebens sind, hat der Anblick einer lebenden Zelle fiir einen 
Menschen, der nicht ganz gefiihllos ist, etwas Entwaffnendes in sich. Hier 
gehen alle Vorgainge, deren Entratselung uns so viel Schweiff kostet, in 
einer so selbstverstandlichen, gelassenen Harmonie vor sich, daf{ man dabei 
wiitend — oder bescheiden werden kann. Wir wollen uns fiir die letztere 
dieser Empfindungen entscheiden, denn die Ehrfurcht vor dem Lebendigen, 
vor dem, was wir nicht gemacht haben, ist in gewissem Sinne ein Funda- 
ment fruchtbarer naturwissenschaftlicher Arbeit: sie riickt namlich das Ver- 
haltnis zwischen unserer Person und den Objekten unserer Forschung ins 
rechte Licht und verleiht unserer Arbeit erst ein menschliches Antlitz. 


or 
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Handbuch der Pflanzenphysiologie. Hrsg. von W. Ruhland, Band IX: 
Der Stoffwechsel der schwefel- und phosphorhalti- 
gen Verbindungen. Redigiert von P. Schwarze. Mit 30 Abb.. X, 
306 S. Berlin-Goéttingen-Heidelberg: Springer-Verlag 1958. Ganzl. 
DM 88.—. (Bei Verpflichtung zur Abnahme des gesamten Handbuches 
Subskr.-Preis DM 70.40.) 


Der Herausgeber hat sich dazu entschlossen, die schwefel- und phosphor- 
haltigen Verbindungen in einem eigenen Band zu behandeln. Dies bringt ein 
gewisses Mali von Wiederholungen mit sich. da viele der besprochenen Ver- 
bindungen auch an anderen Stellen des Handbuches aufscheinen. Die zusam- 
menfassende Darstellung ist aber trotzdem interessant und anregend. 

Bei den Schwefelverbindungen wurden die schwefelhaltigen Amino- 
siuren ausgeklammert. da diese bereits im Zusammenhang mit dem Pro- 
teinstoffwechsel (Band VIII) besprochen werden waren. Die in den ersten 
Teil des Bandes aufgenommenen Kapitel betreffen: Die schwefelhaltigen 
Enzyme und Coenzyme. die Assimilation des Schwefels, die schwefelhaltigen 
sekundiaren Pflanzenstoffe. die Schwefelspezialisten unter den Mikroorga- 
nismen und den Schwefelkreislauf in der Natur. 

Der zweite Teil des Bandes (Phosphorverbindungen) enthalt Aufsitze 
iiber die Phosphorsaiurespeicherung. die am Kohlehydratstoffwechsel be- 
teiligten Phosphorsiureester. die P-haltigen Coenzyme. die an der Uber- 
tragung von Phosphatresien beteiligten Enzyme und die Rolle der Phos- 
phate bei den Vorgiaingen der Energieiibertragung. 

Bei den Phosphorverbindungen mehr noch als bei den Schwefelverbin- 
dungen empfindet man Genugtuung dariiber, daB diesem Thema ein eigener 
Band gewidmet worden ist. Es handelt sich ja doch um ein zentrales Gebict 
des Stoffwechsels, das man sonst in der Literatur kaum in solch einem zu- 
sammenfassenden Uberblick dargestelli findet. H. Kinzel (Wien). 


Protoplasmatologia. Handbuch der Protoplasmaforschung. Herausgegeben 
von L. V. Heilbrunn und F. Weber. Band VIII. Physiologie des 
Protoplasmas 9a: Polaritét und inaquale Teilung des 
pflanzlichenProtoplasten. Von Erwin Biinning, Tiibingen. 
Mit 72 Textabb.. IV. 86 S. Wien: Springer-Verlag. 1958. S 198.—. 
DM 33.—. sfr. 33.80. $ 7.85. £ 2/16/-: Subskr.-Pr. S 162.—. DM 27.— 
sfr. 27.60. $ 6.45. £ 2/6/-. 


Der Verfasser gibt in diesem Beitrag cinen Uberblick iiber die For- 
schungsergebnisse und die noch offenen Fragen. welche im Gebiet der Zell- 
polaritat und inaqualen Teilung auftreten. Biin ning hat aus der sehr um- 
fangreichen Literatur (er fiihrt im Anhang etwa 300 Arbeiten an) eine sorg- 
faltige Auslese getroffen und ist nur auf solche Dinge niher eingegangen. 
welche entweder dem Verstandnis forderlich sind oder auf noch ungeklarte 
Verhaltnisse hinweisen. 

Einleitend befaBt sich der Autor mit den verschiedenen Arten und der 
Natur der Polaritat. Wenn im Protoplasten stabile polare Verschiedenheiten 
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bestehen, so beruht das auf struktureller Asymmetrie desselben. Stoffliche 
Gradienten entstehen erst sekundiar, sie sind durch die strukturelle Asym- 
metrie bedingt. Die Stabilitat der plasmatischen Polaritat verhalt sich bei 
verschiedenen Objekten (Taraxacum-Wurzel, Bryopsis-Rhizoide, Zellen von 
Acetabularia, Enteromorpha usw.) recht unterschiedlich und die Interpreta- 
tion fallt in manchen Fallen nicht leicht. Zu einer Induktion oder Anderung 
der Polaritit kann es kommen durch Wechselwirkung mit anderen Zellen 
(Oosporen von Vaucheria, Fucus- und Cystosira-Eier, Embryonen), durch 
Licht (kurzwellige Strahlung ist besonders wirksam), durch Schwerkraft und 
Zentrifugierung, elektrische Potentiale u. a. Eine Aufhebung der Polaritiat 
und Verhinderung der Polarisierung ist z. B. méglich durch Uberschwem- 
mung mit Wuchsstoff. durch Einwirkung von Colchicin, Chloralhydrat, 
Athylen oder durch Bestrahlung mit sichtbarem Licht oder mit Réntgen- 
strahlen. AnschlieBend wird noch auf die normalphysiologische Anderung 
der Polarititsachse (bei Eizellen, Sporen usw.) eingegangen. Die physi- 
kalisch-chemische Natur und die mikroskopischen Auferungen der proto- 
plasmatischen Polaritat versucht Biinning durch folgende Arbeitshypothese 
zu deuten: In den peripheren Plasmateilen werden Polypeptidketten zu 
Schraubenfiguren angeordnet. welche Anfang und Ende in je einem Pol der 
Zelle finden und polar gebaut sind. Die polaren Verteilungen innerhalb der 
Zelle sind Folge der polaren Plasmastruktur: Es gibt Gradienten der 
Plasmadichte und Plasmabeschaffenheit. Verschiedenheit der Zellkerne und 
Plastiden, polare Wuchs- und Wirkstoffgradienten, elektrische Gradienten 
sowie Gradienten in der Vakuole. Der letzte Abschnitt setzt sich mit der 
iniqualen Teilung als Folge der polaritatsbedingten Gradienten innerhalb 
der Zelle auseinander. Bei embryonalen Zellen sind méglicherweise ungleiche 
Mikrosomenverteilungen das Wesentliche fiir die inaqualen Teilungen. 
Zusammenfassend entwirft Biinning ein hypothetisches Bild, in dem er 
zeigt. wie in fiinf Phasen aus einer unpolaren Zelle, welche polar gebaute 
Molekiile enthalt, durch aufere Faktoren stoffliche Gradienten entstehen 


kéunen, welche die polaren Molekiile ausrichten. Dies bedingt weitere, 
polare, stoffliche Verschiedenheiten. Siegfried Pruzsinszky (Wien). 


Troschin, A. S.: Das Problem der Zellpermeabilitat. Mit 118 Abb. im 
Text u. 82 Tab. XII, 396 S. Jena: VEB Gustav Fischer. 1958. Geb. 
DM 40.20. 

Obwohl nunmehr rund 80 Jahre seit der ersten Prazisierung der Frage 
nach der Permeabilitat des Protoplasmas und seiner Haute durch P fe f fer 
verflossen sind, ist sie heute noch von genau gleicher Aktualitat; alte Pro- 
bleme sind noch keineswegs end- und allgemeingiiltig gelést, durch neu 
herangetragene Gesichtspunkte (in neuerer Zeit z.B. durch die nichtosmo- 
tische Stoffaufnahme) ergeben sich immer neue Aspekte. Dabei wird in der 
Deutung der Permeabilitaét den Grenzschichten jeweils verschiedenes Ge- 
wicht zugewiesen, und es fehlt auch nicht an Stimmen. die ihre Bedeutung 
fiir die Regulierung des Stoffdurchtrittes durch das Plasma iiberhaupt in 
Abrede stellen. Troschin (Institut fiir Zytologie der Akademie der 
Wissenschaften der UdSSR in Leningrad) tragt mit groBer Akribie die in 
der Permeabilitatsliteratur vorliegenden, gegen das Vorhandensein einer 
Plasmahaut sprechenden Argumente zusammen und stellt, vornehmlich auf 
die russische Literatur gestiitzt, der .Membrantheorie“ die von Nassonow 
ausgebaute (an Fischer, Lepeschkin, Bungenberg de Jong 
u.v.a. ankniipfende) .Sorptionstheorie des Protoplasmas* entgegen. Ihr 
liegt der Gedanke zugrunde. da das Plasma ein Komplexkoazervat ist 
und alles darin vorhandene Wasser kolloidchemisch gebunden sei und dieses 
daher durchweg andere Lésungseigenschaften aufweise als das freie Was- 
ser der Umgebung. Das Plasma wird daher nicht als Phasensystem (Sol bzw. 
Gel mit intermizellarer wafriger Phase), sondern als eigene Phase auf- 
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gefaBt: die Permeabilitatseigenschaften des Plasmas werden in erster Linie 
durch die Gleichgewichtszustande zwischen der Phase Plasma und der um- 
gebenden Lésung bestimmt. 

Dieser Gedanke wird nun systematisch auf die Permeabilitait von Nicht- 
elektrolyten, von organischen Sauren (Aminosiuren, Ascorbin- und andere 
Saduren) und von Vitalfarbstoffen, auf den Mineralstoffwechsel, die Salz- 
permeabilitat von Tier- und Pflanzenzellen angewendet und unter Heran- 
ziehung der Literatur (vorwiegend russischer) zu untermauern gesucht. Auch 
das Wahl- und Speichervermégen gegen das Konzentrationsgefialle wird auf 
Gleichgewichtszustande, die durch die jeweilige (von der AuSenkonzen- 
tration abhangige) Sorptionskraft des Plasmas bestimmt sind, zuriick- 
gefiihri, ahnlich die bioelektrischen Potentiale und die Leitfahigkeit der 
Zellen, wahrend nach Troschin die .Membrantheorie* nicht imstande 
sei, diese Phanomene befriedigend zu erklaren. Allerdings gibt Trosehin 
das Vorhandensein des Tonoplasten und seine Sperrwirkung als osmotisch 
wirksame Membran zu, stellt aber eine aufere Hautschicht (ein Plasma- 
lemma) als mit den Tatsachen in Widerspruch stehend entschieden in Abrede. 

Es ist natiirlichh im Rahmen einer kurzen Besprechung unmdglich zu 
entscheiden, ob dieser Angriff auf die Membrantheorie gelungen und das 
mitgeteilte Tatsachenmaterial geeignet ist. die bisherigen Vorstellungen 
iiber die Permeabilitaét soweit umzustoBen, daft die Annahme einer auReren 
Hauischichi vollig iiber Bord geworfen werden muf. Jedenfalls wird das 
Permeabilitatsproblem hier in seiner ganzen Breite aufgerollt. ein Umstand. 
“sed nur zu begriiBen ist und zweifellos auBerordentlich fruchtbar werden 

ann. 

Seinen besonderen Wert erhalt das Buch durch die ausfiihrliche Heran- 
ziehung der (wenn auch etwas einseitig ausgewerteten) Literatur, und die 
Permeabilitatsforscher werden es begriiBen, nunmehr auch eingehender mit 
der einschlagigen russischen Literatur bekanni gemacht zu werden. Das 
Literaturverzeichnis zahlt neben rund 600 nichtrussischen Arbeiten iiber 
400 Titel in russischer Sprache auf. Damit haben wir ein modernes Nach- 
schlagewerk der Permeabilitatsliteratur in Hainden, wie es die alteren Mono- 
graphien von Gellhorn und von Brooks sind. Angesichts dieser Be- 
herrschung der Literatur iiberrascht es allerdings. daB z. B. die Arbeiten 
der Ariszschen Schule iibersehen worden sein sollten: auch auf die Vor- 
stellungen vom .apparent free space“, die heute in den Diskussionen um 
die Stoffaufnahme eine Rolle spielt, oder die nichtosmotische Stoffaufnahme 
wird nicht eingegangen, obwohl gerade die Wasser- und Stoffaufnahme der 
vakuolenfreien Zelle nach Troschin nicht den osmotischen Gesetzen 
unterliegt und iiberhaupt die .Sorptionstheoric™ offenbar darauf angelegt 
ist, in eine allgemeine Theorie der Stoffaufnahme zu miinden. 

AbschlieBend sei auch dem Ubersetzer (W. Hi ppner) und dem Ver- 
lag der Dank ausgesprochen, daft dieses interessante Buch den deutschen 
Forschern zuganglich gemacht worden ist. O. Hartel (Graz). 
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